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RESUMEN

La granada es un fruto cuya produccion a nivel nacional destaca en los estados de
Guanajuato, Oaxaca e Hidalgo, en este Gltimo los municipios de Tasquillo y Chilcuautla
son los principales productores. El fruto contiene componentes bioactivos antioxidantes
principalmente elagitaninos y proantocianidinas. Diversos estudios experimentales
recientes han evidenciado su posible utilidad como alternativa en el tratamiento de
desordenes metabolicos como la hipertension, hiperglucemia y obesidad. Ademas se avalan
sus propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas las cuales estan asociadas con la
produccion de radicales libres, por lo que en este estudio se pretende evaluar el efecto de la
granada sobre el dafio producido por doxorrubicina (Dox) un potente agente genotdxico
con la capacidad de generar radicales libres que ocasionan dafio al material genético
provocando incluso mutaciones. Se obtuvieron extractos metandlicos de cascara, y
pericarpio y butandlico de arilo de granada para determinar su capacidad antioxidante
mediante ensayo de ABTS™ y DPPH’, ademas del contenido de polifenoles por el método
de Folin-Ciocalteau. Se eligi6 al extracto metandlico de cascara (EMC) para las
evaluaciones genotodxica y antigenotoxica in vivo mediante el ensayo de micronucleos
(MN). Para evidenciar el mecanismo de accion se evalud la actividad antioxidante
mediante el ensayo DPPH"en suero y la peroxidacion lipidica en homogeneizado de higado
y corazon por medio de la determinacion de malondialdehido (MDA). Los datos se
analizaron por ANOVA de dos vias para establecer diferencias entre los lotes y tiempos, se
consideraron estadisticamente significativos con un p<0.05. EI EMC present6 una
concentracion de polifenoles y actividad antioxidante in vitro mayor que los otros extractos,
no mostro toxicidad letal hasta con 5 g/kg en raton macho CD1+, tampoco genotoxicidad ni
citotoxicidad en eritrocitos de sangre periférica durante 15 dias de tratamiento. Se encontro
que 70 y 700 mg/kg del EMC administrados por via intragastrica (i.g.) durante 15 dias
protegieron 40-56% contra el dafio clastogenico producido por la administracion sistémica
Unica via intraperitoneal de 10 mg/kg de Dox, ademas 7, 70 y 700 mg/kg de EMC
mantienen los niveles antioxidantes en el tiempo en que se corroboré el mayor dafio
genotoxico de Dox.

Palabras clave: granada, antioxidante, daunorubicina, mutaciones, genotoxico



ABSTRACT

The national production of Pomegranate fruit highlights in Guanajuato, Oaxaca and
Hidalgo states. In Hidalgo state, Chilcuautla and Tasquillo town are the main producers.
Among the phytochemicals, anthocyanin and ellagitannins are the major antioxidant
compounds found in pomegranate. In several recent experimental studies it has been shown
its potential usefulness as an alternative in the metabolic disorders treatment such as
hypertension, hyperglycemia and obesity. In addition there are evidence of its anti-
inflammatory and anti-cancer properties which are associated with the free radicals
production, so the aim of this study was to evaluate the effect of pomegranate fruit against
the damage caused by doxorubicin (Dox) a potent genotoxic agent wich has the free
radicals generation property that cause genetic material damage even causing mutations.
Peel and pericarp methanol and butanolic extract of granada arils were obtained to
determine their antioxidant capacity (ABTS™ and DPPH’) and polyphenol content by Folin-
Ciocalteu method. The methanol extract peel (EMC) was selected to genotoxic and
antigenotoxic assessments by in vivo micronucleus (MN) assay. To study the mechanism of
action, it was employ DPPH’ test in serum to evaluate the antioxidant activity and lipid
peroxidation, in mouse liver and heart homogenates by determining malondialdehyde
(MDA). One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test was used to
compare differences between treatments. Differences were considered as statistically
significant when P < 0.05. EMC showed also strong antioxidant activity, with no apparent
toxicity (LD50 > 5¢g per os) in CD1 mice. Moreover, EMC wasn’t genotoxic and cytotoxic
in mouse peripheral blood erythrocytes, during 15 days of treatment with the extract. 70
and 700 mg/kg of EMC via intragastric (i.g) protected (40-56%) against clastogenic
damage produced by systemic administration of 10 mg/kg of Dox, in addition 7, 70 and 700
mg/kg doses of EMC maintains antioxidant levels in time of higher damage of Dox.

Keywords: Pomegranate, antioxidant, daunorubicin, mutations, genotoxic
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l. INTRODUCCION

@ CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES GENERALES DE LA

GRANADA.

La granada (Punica granatum L.) un arbusto frutal de hoja caduca, es un miembro de dos
Unicas especies de la familia Punicaceae (Punica granatum y Punica protopunica) (1). P.
granatum es nativa de los Himalayas en el norte de India, pero ha sido naturalizada y
cultivada a través del este medio, la region mediterranea de Europa, las partes desérticas del
sureste de Asia, Africa del norte y tropical, y parte de Estados Unidos, especificamente
California y Arizona (2). Aunque México no figura como uno de los principales paises
productores del fruto, de acuerdo a datos de la Secrectaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), el estado de Hidalgo se ha ubicado
dentro de los tres primeros lugares a nivel nacional en produccion en los afios 2012, 2013 y

2014 (Tabla 1) destacando los municipios de Tasquillo, Chilcuautla y Metztitlan (Tabla 2)
@).

Tabla 1. Produccién nacional de granada en el 2012, 2013 y 2014

Ubicacion Produccion Produccion Produccion
(Ton) 2012 (Ton) 2013 (Ton) 2014

Baja california 36.00 36.50 33.60
Coahuila 70.00 100.00 102.50
Colima 114.00 60.00 70.00
Guanajuato 1076.50
Hidalgo 911.80
Jalisco 55.00 58.00 171.02
Michoacan 40.00 32.40 34.80
Morelos 90.00 100.00 196.00
México 37.50 254.50 218.00
Oaxaca 1224.04 1471.57 1393.76
Puebla 134.80 143.25 96.44
Querétaro 11.00 10.25 10.00
San Luis Potosi 46.35 55.80 49.50
Sonora 586.92 145.00 95.00
Zacatecas 10.50 11.94 21.90

Tomada y modificada de SAGARPA (3).

“Efecte antigenatixico de ba cdscara de granada (Punica granatum L.) centra el daiie producide por la
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Tabla 2. . Produccion estatal de granada en el 2012, 2013 y 2014

Ubicacion Produccion Produccion Produccion
Chilcuautla
Metztitlan
San Agustin Mezquititlan
Tasquillo : .
Tecozautla 36.00 54.00 53.70
Zimapan 20.00 23.20 28.00

Tomada y modificada de SAGARPA (3).

El fruto es una baya grande que puede ser dividida en arilos, pericarpio y cascara. El
pericarpio corresponde a las membranas delgadas que se sitdan en el interior del fruto y
permiten la suspension de numerosos arilos, cada uno envuelto en sacos que contienen las
semillas y el jugo los cuales representan aproximadamente 3 y 30% del peso de la fruta
respectivamente y finalmente la cascara o corteza que incluye la mencionada red interna de

membranas (Figura 1) (1).

= Cascara

Figura 1: Partes constituyentes del fruto de granada.
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1._1.1 Composicion quimica de la granada

Hoy en dia es ampliamente aceptado que los efectos benéficos a la salud de frutas y
vegetales en la prevencion de enfermedades se deben a los compuestos bioactivos o
“fitoquimicos” que contienen (4). La presencia de cantidades significativas de estos
componentes como los compuestos fenodlicos, flavonoides y taninos en granada son parte de
su valor nutricional (5).

La parte comestible de la fruta (50%) consiste de 40% de arilos y 10% de semillas. Los
arilos contienen 85% de agua, 10% de azucares totales, principalmente fructosa y glucosa y
1.5% de pectina, acidos organicos como el acido ascorbico, acido citrico, acido malico,
compuestos fendlicos y flavonoides, principalmente antocianinas (5,6). Sin embargo, varios
factores pueden contribuir a cambios quimicos, incluyendo el cultivo, las condiciones
ambientales, madurez, almacenamiento y tratamientos post-cosecha, los cuales pueden
afectar su calidad y propiedades bioldgicas (7).

Cerca del 50% del total del peso de la fruta corresponde a la céascara, la cual es una
importante fuente de compuestos bioactivos como compuestos fenodlicos, flavonoides,
elagitaninos y proantocianidinas, minerales como potasio, nitrégeno, calcio, fosforo,
magnesio y sodio ademas de polisacaridos complejos (8-10). Las semillas son fuente
abundante de lipidos totales; el aceite de semillas de granada comprende del 12 al 20% del
peso total de la semilla. El aceite se caracteriza por un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados como el linoléico, linolénico y otros lipidos como el &cido punicico, oleico,
estedrico y palmitico (11, 12) , esteroles, esteroides y cerebrdsidos en muy pequefias
cantidades, ademas la lignina y sus derivados también han sido reportados con remarcable
actividad antioxidante (13). Las semillas también contienen proteinas, fibra cruda,
vitaminas, minerales, pectina, azlcares, polifenoles, isoflavones (principalmente genisteina)
(Tabla 3) (14, 15).

1.1.1.1 Compuestos fenolicos

I

Uno de los principales compuestos responsables de la mayoria de las propiedades
funcionales de muchos alimentos, entre los que se encuentra la granada, son los compuestos

fenodlicos (16).

“Efecte antigenatixico de ba cdscara de granada (Punica granatum L.) centra el daiie producide por la
dexovwbicina en natin CDI+”
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Tabla 3. Constituyentes fitoquimicos de diferentes partes de granada

Constituyente de Componentes

granada

Jugo Antocianinas, glucosa, &cido ascorbico, compuestos fendlicos como
acido elagico, acido galico, acido cafeico, catequinas, galato de
epigalocatequina, quercetina, elementos minerales y aminodcidos.
Pericarpio (cascara) | Acido punico, acido elagico (AE), &cidos grasos, esteroles.

Hojas Componentes fenolicos como punicalaginas (PG), &cido galico (AG),

catequinas, quercetina, rutina, antocianidinas y otros flavonoides.

Flor Acido galico, triterpenoides como acido ursélico, maslinico y asiatico.
Raices y corteza Elagitaninos, alcaloides de piperidina.
Semillas Acidos grasos poliinsaturados como el linoléico, linolénico y otros

lipidos como el acido punicico, oleico, estearico y palmitico.

Tomada y modificada de Jurenka (13).

Los polifenoles naturales pueden ser desde simples moléculas (acidos fenolicos,
fenilpropanoides, flavonoides) a compuestos altamente polimerizados (ligninas, melaninas,
taninos) (17). Quimicamente, los compuestos fendlicos se pueden definir como sustancias
que poseen un anillo aromatico ligado a uno o0 mas sustituyentes hidrogenados, incluyendo
sus derivados funcionales (18). Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular
que constan de 15 atomos de carbono ordenados en una configuracion C6-C3-C6.
Esencialmente, la estructura consiste de 2 anillos aromaticos unidos por un puente
tricarbonado usualmente en la forma de anillo heterociclico (19). Las antocianinas son el
grupo mas grande e importante de flavonoides presentes en los arilos de granada (cianidina,
pelargonidina y delfinidina) (Figura 2A). El pigmento le da a la fruta y al jugo su color
rojo caracteristico (20). La principal diferencia entre ellos es el numero de grupos
hidroxilados, el nimero de azlcares unidos a su estructura, el carboxilato alifatico o
aromatico unido al azucar en la molécula y la posicion de esas uniones (21). Los acidos
fenolicos presentes en el jugo pueden dividirse en dos grupos: aquellos cuya estructura

consta de 7 atomos de carbono ordenados en una configuracion C6-C1 (acidos
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hidroxibenzoicos) como el (AG) y (AE); y aquellos que constan de 9 atomos de carbono
ordenados en una configuracion C6-C3 (&cidos hidroxicinamicos) como son el acido

cafeico, &cido clorogénico y &cido p-coumérico (Figura 2B) (22, 23). .
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Figura 2. Antocianinas presentes en el jugo de granada. A) 1) cianidina 2) delfinidina 3)
pelargonidina B) Compuestos fendlicos presentes en el jugo de granada: 1) acido p-cumarico, 2) 4cido
clorogeénico, 3) acido cafeico, 4) acido elagico y 5) acido galico.

Tomada y modificada de Viuda-Martos et al. (2).
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1.1.1.2 Taninos

I

Los taninos son polifenoles de alto peso molecular divididos quimica y biol6gicamente en
tres grupos: taninos condensados 0 proantocianinas, taninos hidrolizables y galotaninos
(24). Los taninos hidrolizables son ésteres de acido hexahidroxidifénico y un poliol,
usualmente glucosa o &cido quinico, son especialmente abundantes en la cascara de la
granada, destacando la punicalina, la pedunculagina y las punicalaginas (Figura 3); ademas
contiene &cido hidroxibenzoico como el acido géalico, &cido estearico y glicosidos de &cido

estearico (2).

Independientemente de su composicién no todos los componentes derivados de la granada
presentan efectos benéficos cuando son ingeridos, porque algunos de ellos pueden no ser
metabolizados y absorbidos. Por lo tanto hay una necesidad de estudiar el metabolismo y la

biodisponibilidad de los metabolitos de la granada (9).

Figura 3. Principales taninos hidrolizables en cascara de granada. 1) punicalina, 2) pedunculagina y 3)
punicalagina.
Tomada y modificada de Viuda-Martos et al. (2).
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1._.2 Biodisponibilidad y metabolismo de los constituyentes de la granada

La alta capacidad antioxidante de la granada ha sido principalmente atribuida a sus altos
niveles de compuestos fenolicos, especialmente a los elagitaninos. Sin embargo poco es
conocido a cerca del metabolismo y biodisponibilidad de los elagitaninos de fuentes
alimentarias. Los ensayos realizados en humanos, asi como en animales, han estudiado la
biodisponibilidad, absorcion y metabolismo de la granada. En un estudio se detectaron 31.9
ng/mL de acido el&gico y sus metabolitos en el plasma de un individuo una hora después de
la ingestion de 180 mL de jugo de granada. El plasma fue aclarado 4 horas después del
consumo, sugiriendo que el acido elagico de alimentos se absorbe en humanos (25). En un
estudio con 18 voluntarios sanos se confirmé la rapida absorcion de elagitaninos, el
aclaramiento plasmatico, asi como la excrecion de urolitina en la orina, hasta 48 h después
de la ingestion del jugo de granada, con lo cual se evidencian los beneficios a largo plazo
de la administracion con granada (26-28). Ademas no se encontr6 diferencia en la
biodisponibilidad entre jugo, extracto liquido y extracto liofilizado, cuando los niveles de
polifenoles estaban estandarizados como equivalentes de acido galico. Seeram et al. (29)
observaron que en 16 voluntarios sanos que consumieron secuencialmente , 240 ml de jugo
de granada, 240 ml de extracto liquido de polifenoles de granada y 1 g de polvo de extracto
de granada, con un periodo de una semana sin tratamiento entre ellos, los niveles de
urolitina A era similares en los 3 grupos. Cuando ingerian el polvo de granada, el tiempo
transcurrido hasta que se alcanzaban los maximos niveles en plasma eran superiores (2,58
horas) que cuando consumian jugo (0,65 horas) o extracto liquido de polifenoles (0.94
horas). EIl &acido elagico, antocianinas o algunos de sus productos de degradacion se
encontraron en plasma 13 dias después de la administracion de 1 L de jugo de granada que
contenia 4.37 g/L de punicalaginas y 0.49 g/L de antocianinas, durante 15 dias (30). Estos
estudios demuestran que los elagitaninos son hidrolizados en el estdmago, donde parte del
acido elagico es absorbido hacia la circulacién. El resto de acido elagico es metabolizado a
derivados de urolitina por la microflora coldnica y el resto de derivados de urolitina polar
son entonces absorbidos hacia la circulacion y posteriormente metabolizados a
glucordnidos (31). El acido elagico que es absorbido, es metabolizado lo que incrementa la
excrecion y detoxificacion al incrementar su solubilidad en agua. Las urolitinas A, B,Cy D

pueden detectarse en la orina hasta 3-4 dias después de la ingestion del zumo de granada, lo
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que puede explicar los efectos benéficos de su administracion crénica (26-30). Las
urolitinas A y B tienen una actividad fundamentalmente antiinflamatoria mientras que las
urolitinas C y D tienen una accién sobre todo antioxidante (28). Por lo tanto, los
componentes polifenolicos de la granada pueden ejercer sus efectos en diferentes rutas:
podrian ser absorbidos y entrar a la circulacion actuando directamente como antioxidantes,
0 pueden ser digeridos por la microflora resultando en otros componentes biolégicamente

activos.
@ ANTECEDENTES EXPERIMENTALES DE LA GRANADA

Los extractos de granada han sido usados en la medicina tradicional para tratar varias
condiciones incluyendo infecciones parasitarias y microbianas, diarrea, Ulceras,
hemorragias y complicaciones respiratorias (32,33). Diversos estudios preclinicos sugieren
que la granada tiene efectos antibacterianos (34-37), antidiarreico (38, 39), antifingico (40-
42), antioxidante (43-45)., antiinflamatorio (20) y antitumoral (1, 20, 25). Recientemente,
se ha sugerido su eficacia como terapia de reemplazo hormonal e higiene oral, asi como
tratamiento de la inmunosupresion y complicaciones cardiovasculares (46). Asimismo se ha
demostrado en diversos estudios que los extractos de diversas partes del fruto inhiben
potencialmente la invasién y proliferacion de las células cancerigenas, causan trastornos del

ciclo celular, inducen apoptosis e inhiben el crecimiento del tumor.

i.l Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los componentes de la granada ha sido objeto de muchos
estudios (6, 47, 48). que sugieren que dicha actividad puede estar relacionada con los
diversos componentes fendlicos presentes, incluyendo los isémeros de punicalagina,
derivados de AE, y antocianinas (delfinidina, cianidina y pelargonidina 3-glucosido y 3,5-
diglucosido), componentes conocidos por su capacidad de eliminar radicales libres e inhibir
la oxidacion lipidica in vitro (49, 50). Sin embargo Tzulker et al. (51) sugieren que la PG
de la cascara es uno de los principales constituyentes fitoquimicos que contribuye a la
capacidad antioxidante total del jugo de granada, mientras que las antocianinas juegan

solamente un papel menor en esta actividad. En un estudio in vitro se demostré que el jugo
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de granada y los extractos de la semilla tienen de 2-3 veces la capacidad antioxidante que
cualquier vino tinto o té verde (50). Se ha demostrado que los extractos de granada captan
los radicales libres disminuyendo el estrés oxidativo de los macréfagos y la peroxidacion
lipidica en los animales e incrementan la capacidad antioxidante en adultos mayores
humanos (52, 53). Estudios en ratas y ratones confirman las propiedades antioxidantes de
un extracto obtenido del fruto entero excepto el jugo, mostrando una reduccion del 19% en
el estrés oxidativo en macréfagos peritoneales en ratones, un decremento del 42% de la
peroxidacion lipidica celular, y un incremento de 53% en los niveles de glutation reductasa
(EC 1.6.4.2.) (52). En un ensayo in vitro en el que se utilizé un extracto de jugo de granada
fermentado y un extracto de aceite de semilla prensado en frio se encontré que la capacidad
antioxidante de ambos fue superior al vino rojo y similar al extracto de té verde (54). Un
estudio realizado en ratas con dafio inducido al higado con tetracloruro de carbono
demostro que el pretratamiento con extracto de cascara de granada mejor6 o mantuvo la
actividad de captacion los radicales libres, la superdxido dismutasa (EC 1.15.1.1) y la
peroxidasa (E.C. 1.11.1.7) en el higado, ademas de 54% de reduccién de los valores de
peroxidacién lipidica comparados con el grupo control positivo (55). Guo, et al. (53)
demostraron que el jugo hecho con la pulpa de granada (PPJ) tiene wuna capacidad
antioxidante superior que el jugo de manzana, utilizaron el ensayo FRAP (Poder
Antioxidante Reductor del Hierro) encontrando que, después de la administraciéon diaria
durante 4 semanas de 250 ml de PPJ a personas mayores, se incrementd la capacidad
antioxidante de 1.3 mmol a 1.46 mmol, y disminuy6é el contenido de carbonilo (un
biomarcador del deterioro de la barrera oxidante/antioxidante en varias enfermedades
inflamatorias), mientras que los sujetos que consumieron jugo de manzana no
experimentaron cambios significativos en estos biomarcadores; debido a que los valores de
vitamina E, 4&cido ascorbico, y glutation reductasa (EC 1.6.4.2) no difirieron
significativamente entre los grupos, las investigaciones sugieren que los compuestos
fenolicos de la granada pueden ser los responsables de los resultados observados.

Los mecanismos de accidn aln no estan establecidos, aunque es claro que son complejos y
varios factores pueden desempefiar un papel en especifico (56). Madrigal-Carballo et al.
(57) sugieren que las moléculas polifenolicas sufren reacciones redox porque los grupos

hidroxilo fendlicos facilmente donan hidrégeno a agentes reductores. Negi y Jayaprakasha
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(58) han reportado también un incremento significativo en el poder de reduccion de los
extractos de céscara de granada con incrementos en la concentracion de 50 a 400 ppm, lo

cudl indica que la cascara también podria ser una fuente de compuestos polifendlicos.

1.2.2 Efecto antiinflamatorio

La inflamacion es un proceso natural de la respuesta inmune innata, para el mantenimiento
normal de la funcion tisular (59). Responde a estimulos desconocidos y conduce a sanar el
tejido en procesos fisiol6gicos normales. No obstante puede convertirse en una inflamacion
excesiva y cronica si tal proceso no esta regulado. Esta alteracion es usual y es la base de
una variedad de enfermedades severas en el intestino incluyendo la enfermedad
inflamatoria del intestino y cancer colorectal. Los receptores gamma activados por el
factor proliferador de peroxisomas (PPARy) son reconocidos como inhibidores centrales
de la inflamacion intestinal en colitis (60). La activacion de estos receptores por el &cido
punico dietético ha mostrado aminorar la inflamacion intestinal en dos modelos animales,
ratas y ratones, con enfermedad inflamatoria del intestino (61).

La colitis necrotizante (NEC) es una enfermedad devastadora asociada con inflamacion
intestinal excesiva y severa, y es la mayor causa de morbilidad y mortalidad en infantes
prematuros. Aungue su etiologia es desconocida, se considera que la combinacion de la
inmadurez intestinal, la alta inmunorreactividad de la mucosa intestinal y la predisposicion
genética resultan en el desarrollo de esta enfermedad (62). Un estudio reciente mostré que
la suplementacion con 1.5% de aceite de semilla de granada en la formula lactea reduce la
incidencia y severidad de NEC en ratas neonatas de 61% a 26% asi como la severidad del
dafio ileal; se encontro reduccion en la expresion de citocinas inflamatorias incluyendo IL-
6, IL-8, y TNFa; debido a que esta suplementacion incrementa significativamente los
niveles del &cido linoleico conjugado, responsable de los efectos protectores en el ileo de
ratas con NEC; ademas se redujeron los niveles de IL-23 e IL-12, que contribuyen a la
inflamacion intestinal induciendo a los linfocitos T colaboradores (Th17) y la respuesta
Th1. Por lo tanto, el aceite de granada parece proteger contra NEC por regulacion de la
respuesta inflamatoria en el desarrollo de la mucosa intestinal. En general, los efectos

benéficos del aceite de semilla de granada en modelos de NEC son asociados con mejora en
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la proliferacion del enterocito, proteccion de la arquitectura intestinal y reduccién de la
expresion de las citocinas proinflamatorias (63).

En otro estudio de determind la expresion de la enzima sintasa de 6xido nitrico (E.C.
1.14.13.39) endotelial arterial se incrementd significativamente en ratas Zucker hembra
obesas suplementadas durante 5 semanas con jugo concentrado de granada y extracto del
fruto entero (6.25 ml en 1 L de agua), en comparacion con los grupos que consumieron
solamente agua. El 6xido nitrico juega un papel importante como agente antioxidante y
antiinflamatorio en las células endoteliales y asi atenta la progresion de la aterosclerosis
(64). EIl jugo de granada también demostré prevenir la destruccion oxidativa del oxido
nitrico y mejoro sus funciones antioxidantes y antiinflamatorias (65).

Por su parte el aceite de la semilla de granada prensado en frio (CPSO) ha mostrado que
inhibe las enzimas ciclooxigenasa (E.C. 1.14.99.1) y lipooxigenasa (E.C. 1.13.11.12) in
vitro. La ciclooxigenasa, una enzima clave en la conversién de &cido araquidonico a
prostaglandinas (importante mediador de la inflamacion) fue inhibida en un 37% por un
extracto CPSO. La lipoxigenasa, que cataliza la conversion de &cido araquiddnico a
leucotrienos, también clave como mediador de la inflamacion se inhibié a 75% por un
extracto CPSO. Por comparacion un extracto de jugo de granada fermentado resulto en un
23.8% de inhibicién de lipooxigenasa in vitro (54). Otro estudio in vitro que puede tener
implicaciones de gran alcance para padecimientos como la osteoartritis demostrd que un
extracto del fruto entero tiene un significante y amplio efecto sobre la matriz de
metaloproteinasas, un subgrupo de enzimas colagenasas (EC 3.4.24.7) expresadas en altos
niveles en las lesiones artriticas e involucradas en la rotacion, degradacion y catabolismo de

la matriz extracelular de las articulaciones (66).

1.2.3 Evidencia anticarcinogénica

I

Muchos de los componentes de frutas y vegetales son conocidos por poseer potencial
actividad como agentes quimioprotectores. Entre los mecanismos de accion propuestos para
esos componentes, estan: 1) inhibicion de la fase | enzimatica o bloqueo de la formacién
carcindgena; 2) induccion de la fase enzimatica Il (detoxificacidn): 3) eliminacion de
agentes reactivos de ADN; 4) modulacién de hormonas homeostéasicas; 5) supresion de la

proliferacion celular inducida por carcinogénesis; 6) induccion de apoptosis; 7) depresion
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de la angiogénesis del tumor e 8) inhibicion de la expresion fenotipica de células
preneoplésicas y neoplésicas.

Ensayos in vitro utilizando 3 lineas celulares de cancer de préstata (DU-145, LNCaP, y
PC-3) demostraron que varios extractos de granada (jugo, aceite de semilla y cascara)
inhiben potencialmente la invasion y proliferacion de las células cancerigenas, causan
trastornos del ciclo celular, inducen apoptosis e inhiben el crecimiento del tumor. Esos
estudios también demostraron que las combinaciones de extractos de granada de diferentes
partes de la fruta fueron mas efectivas que un extracto solo (67, 68).

Kim et al. (69) analizaron in vitro, algunos productos de la granada como jugo fermentado,
extracto acuoso del pericarpio, y aceite de semilla como posibles quimiopreventivos o
terapéuticos en cancer de pecho. Los autores encontraron que el aceite de semilla a dosis de
100 pg/mL inhibe 90% la proliferacion de las células MCF-7, 75% la invasion de las
células MCF-7 a través de una membrana de Matrigel a dosis de 10pug/mL, y 54% de
apoptosis en receptor de estrogeno negativo en células humanas de céncer de mama
metastasico MDA-MB-435 a dosis de 50 pug/mL. En un cultivo de glandula mamaria
murina, el jugo fermentado inhibi6 en un 47% la formacion de la lesion cancerosa por el

carcindgeno 7,12-dimetilbenz[a]antraceno.

1.2.4 Antecedentes mutagénicos y antimutagénicos

Estudios con extractos de varias partes de la granada asi como de algunos componentes
purificados (taninos, &cido elagico y punicalagina), han demostrado que el fruto tiene
propiedades antigenotdxicas sobre el dafio genético, inducido por diferentes xenobidticos,
y utilizando diferentes metodologias tales como intercambio de crométidas hermanas,
ensayo Ames, frecuencia de MN, anormalidades en la forma de espermatozoides e
inhibicién de la proliferacion de diversas lineas celulares de cancer, asimismo se concluye
que este efecto es dosis-dependiente.

Negi y Jayaprakasha (58) evaluaron la capacidad antioxidante por la formacion de
complejo de fosfomolibdeno de extractos de cascara de granada obtenidos por extractor
Soxhlet con acetato de etilo, acetona, metanol y agua. Se determind ademas la
antimutagenicidad contra azida sddica por medio del ensayo de Ames. Todos los extractos

fueron antimutagénicos en Salmonella typhimurium cepas TA100 y TA1535. Los
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resultados globales mostraron que los extractos de cascara de granada tienen tanto
propiedades antioxidantes como antimutagénicas y podrian ser explotados como
bioconservantes alimenticios y nutracéuticos. Otra evidencia relacionada es la de Guo et al.
(53) quienes evaluaron la actividad antioxidante y la prevencion del dafio al ADN por parte
de extractos de cascara, jugo y semilla de granada por métodos de quimioluminiscencia. La
capacidad de barrido del anién superoxido (O,") se determind mediante el sistema
pirogalol-luminol, el radical hidroxilo (OH’) a través del sistema CuSO,4.Phen-Vc-H,0, y
el peroxido de hidrégeno (H,0,) por medio del sistema luminol-H,O,. El extracto de
cascara de granada roja tuvo una mayor capacidad de barrido del anién superéxido con un
ICso (4.01+/- 0.09 pg/mL.), el extracto de semilla de granada blanca tuvo una mayor
capacidad de barrido del radical hidroxilo (ICso fue 1.69 +/- 0.03 pg/mL), el extracto de
cascara de granada blanca tuvo una mayor capacidad de barrido del perdxido de hidrdégeno
(ICs0 (0.032+/- 0.003 pg/mL) y finalmente el extracto de semilla de granada blanca tuvo el
efecto preventivo més potente contra el dafio al ADN (ICso 3.67 +/- 0.03 pg/mL.)
determinado por el sistema CuSO4.Phen-Vc-H,0,. Otro estudio, fue el realizado por
Sanchez-Lamar et al. (70) en el cual se prob6 la genotoxicidad de un extracto de fruta
entera por ensayos in vitro e in vivo en ratén Balb C, mediante técnicas como: prueba de
reversion y conversion del gen en microorganismos, intercambio de crométidas hermanas,
micronucleos y anormalidades en la forma de espermatozoides; el extracto hidroalcoholico
del fruto entero resulté genotoxico; en contraste con estos resultados, Valadares et al. (71)
reportaron la ausencia de efectos mutagénicos de un extracto etanélico de hoja y fruto de
granada al encontrar que la frecuencia de MN fue similar en los grupos administrados con
el extracto y el control negativo, se utilizaron dosis de 12.5, 25, 50 y 75 mg/kg/dia previo a
la administracion de ciclofosfamida (CF) 24 h antes del término del tratamiento, el ensayo
antigenotoxico demostrd efecto protector dosis-dependiente contra dafio al ADN inducido
por CF. Seeram et al. (72) evaluaron el efecto antioxidante, antiproliferativo y
antiapoptatico in vitro de jugo fresco, PG y AE aislados de cascara, ademas de un extracto
estandarizado de taninos del fruto entero de granada (TPT). La evaluacién antioxidante se
Ilevd a cabo por medio de peroxidacion lipidica 'y la capacidad antioxidante equivalente a
Trolox utilizando una dosis de 10 mg/mL, para los efectos antiproliferativos se utilizaron

dosis de 12.5-100 pug/mL que se probaron contra las lineas celulares de tumor oral humano
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(KB, CAL27), de colon (HT-29, HCT116, SW480, SW620) y de prostata (RWPE-1,
22Rv1) y para los efectos apoptdticos la dosis empleada fue de 100 pug/mL probadas en
lineas celulares HT-29 y HCT116 de colon. El jugo mostré la mayor actividad
antiproliferativa contra todas las lineas celulares mediante la inhibicion de la proliferacion
de 30-100%. A 100 pg/mL, el jugo, AE, punicalagina y TPT inducen apoptosis en células
HT-29 de colon. La bioactividad superior del jugo mostré los efectos sinérgicos de la
accion de multiples compuestos en comparacién con los principios activos purificados
individuales. Ademas de pruebas con extractos de granada existe evidencia del efecto de
componentes purificados del fruto, por ejemplo Zahin et al (73). demostraron en un primer
estudio utilizando los ensayos DPPH’, FRAP y capacidad antioxidante reductor de ion
cuprico (CUPRAC) que la fraccion metandlica de céascara de granada mostré la actividad
antioxidante mas alta, seguida por las fracciones en etanol, acetona y acetato de etilo;
ademas, encontraron también que la fraccion metandlica no mostré signos de
mutagenicidad pero si de actividad antimutagénica contra azida sodica (NaNs), y metil
metanosulfanato (MMS), de 66.76% a 91.86% y contra 2-aminofluoreno (2AF) vy
benzo[a]pireno (BP) de 81.2 a 88.58% por medio del ensayo de Ames en Salmonella
typhimurium (TA97, TA98, TA100 y TA102). Esta evidencia fue utilizada por los mismos
autores para un segundo estudio en el cual aislaron PG y AE de la fraccién metandlica y
probaron su actividad antimutagénica contra dafio producido por los mutagenos utilizados
en el estudio previo mediante ensayo de Ames, aductos de ADN ademaés de viabilidad y
proliferacion celular; ambos metabolitos presentaron efecto antiproliferativo profundo en
celulas de céancer de pulmdn, inhibieron los aductos de ADN inducidos por BP y
antagonizaron de manera marcada y dosis-dependiente el efecto de los mutagenos con

inhibicién maxima de mutagenicidad superior al 90% (74) .

@ MUTACION Y CANCER

Una mutacion es un cambio brusco permanente en la secuencia nucleotidica de un gen, que
puede dar como resultado una proteina mutada o afectar el control de la sintesis del
producto del gen. Si la mutacién afecta el ADN de las células reproductoras, se expresa
como variacion heredable y esta sujeta a la seleccion natural. Estas mutaciones constituyen

la materia prima para los cambios evolutivos, pero también pueden ser responsables de
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cancer (75). Mena et al. concluyen que el cancer tiene una relacion con las alteraciones del
material genético (76).

El cancer es una enfermedad agresiva, que si no se detecta en una etapa temprana puede
conducir a metéstasis a otros organos del cuerpo, lo que podria hacer que la quimioterapia
sistémica sea incluso ineficaz. El proceso de desarrollo del cancer denominado
carcinogénesis es un proceso de multiples fases, fuertemente influenciado por una serie de
variables como la edad, habitos alimentarios y el equilibrio hormonal. Estas fases son
conocidas como iniaciacion, promocion y progresion (77) (Figura 4).

1.- Iniciacion: Esta fase fue denominada con este nombre desde 1947, es un proceso rapido
e irreversible en el que la exposicion a un carcinégeno conduce a dafio genotoxico. La
célula iniciada no es una célula neoplésica, pero ha tomado su primer paso hacia este
estado, después se producen sucesivas modificaciones genotipicas y fenotipicas. Desde una
perspectiva fenotipica, la célula iniciada es similar a las células restantes. La proliferacion
celular es esencial para esta etapa, si la division celular se produce antes de que los sistemas
de reparacion del ADN puedan actuar entonces la lesion se vuelve permanente e
irreversible (77, 78).

2.- Promocién: es un proceso relativamente largo y reversible en el que las células se
someten a proliferacion activa que resulta en la acumulacion de células preneoplésicas. Los
compuestos promotores no interactian directamente con el ADN y desencadenan efectos
bioldgicos sin ser activados metabolicamente. Estos agentes aumentan la proliferacion
celular en tejidos susceptibles, contribuyen a la fijacion de mutaciones, aumentan las
alteraciones en la expresion genética y causan cambios en el control del crecimiento
celular. Una vez que desaparece un promotor puede ocurrir una regresion en la
proliferacion celular, probablemente por apoptosis. No todas las células expuestas a
promotores participan en la fase de promocion, sélo las células que son estimuladas a
dividirse, que son no diferenciadas, y aquellas que han sobrevivido a la apoptosis, puede
contribuir a la inestabilidad entre el crecimiento y la muerte celular y conducir a la
aparicion de una neoplasia maligna (77, 78).

3.- Progresién: es la etapa final y méas extensa de la enfermedad, caracteriza por la

irreversibilidad, la inestabilidad genética, el crecimiento mas rapido, invasion, metastasis y
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cambios en las caracteristicas bioquimicas, metabolicas y morfologicas de las células (77,
78).

Proliferacion
celular

Células con aductos Células iniciadas l Pro({‘j:'le:laafén

\ /

APOPTOSIS

Reparacion del Proliferacion
ADN celular
Células nomales =

Figura 4. Etapas de la carcinogénesis y los eventos involucrados en cada una.
Tomada y modificada de Oliveira et al. (78).

El cancer constituye uno de los problemas biomédicos méas frecuentes y graves. Las
estadisticas muestran que alguna forma de esta enfermedad afecta a mas de una tercera
parte de la poblacién, provocando mas del 20% de todas las muertes. En paises
desarrollados genera mas del 10% del costo total de la atencién médica. El cancer no es una
sola enfermedad sino un nombre aplicado a una gran variedad de tumores que se forman
por el mismo proceso basico de crecimiento descontrolado. Aunque es conveniente
particularizar que la etiologia de cancer es multifactorial, una de las principales causa es la
mutacién génica y cromosémica. Las mutaciones que provocan cancer afectan a los genes
responsables de la proliferacion celular, del desarrollo celular y las que controlan otras
actividades celulares fundamentales. Las mutaciones se presentan en dos tipos de genes, los
proto-oncogenes, que al mutar y activarse originan la oncogénesis y con ello propician la
transformacion maligna y los genes supresores que bloguean el desarrollo del tumor

regulando los genes que participan en el crecimiento celular (79) (Figura 5).
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Figura 5. Mutaciones en proto-oncogenes y genes supresores en el desarrollo de tumores.
Tomada y modificada de Riffel (80).

Otra causa importante de dafios al ADN, implicados en la carcinogénesis puede ser la
sobreproduccién de radicales libres, lo que origina estrés oxidativo que puede dafar células

y tejidos.
@ ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion y acumulacion de especies
reactivas que pueden generar radicales libres y la capacidad del organismo para manejarlas
mediante antioxidantes enddgenos y exogenos. Los radicales libres son especies quimicas
que tienen un electron no pareado, que las habilita como fragmentos moleculares muy
reactivos (81). Un antioxidante se define como aquella sustancia que presente en
concentraciones muy pequefias comparadas con las de un sustrato oxidable, disminuye o
evita la oxidacion de éste. En bioguimica puede considerarse como un donador de
electrones capaz de evitar una reaccion en cadena de oOxido-reduccion (82). Los

antioxidantes exogenos obtenidos de la dieta, incluidos vitamina C, vitamina E y
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carotenoides, tienen funciones importantes en la prevencion y disminucién del estrés
oxidativo (83). Los antioxidantes enddgenos incluyen las enzimas antioxidantes superoxido
dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) catalasa (CAT; EC 1.11.1.6), glutation peroxidasa
(GPx; EC 1.11.1.9) y glutation S-transferasa (GSTs; EC 2.5.1.13). El estrés oxidativo puede
contribuir al desarrollo de enfermedades crénicas, incluidas osteoporosis, diabetes tipo 2,
enfermedades neurodegenerativas, padecimientos cardiovasculares y céncer (83). La
produccion controlada de radicales libres permite la realizacion de varios procesos
fisioldgicos, incluyendo la sefalizacion celular, la transcripcion de genes y la respuesta
inmune (84). En el proceso del metabolismo aerobio, la fuga de electrones a lo largo de la
cadena de transporte de electrones en la mitocondria da paso a la produccion del anién
superoxido (O,7). Otras reacciones bioldgicas, incluidas las irrupciones oxidativas
producidas por los fagocitos y los sistemas enzimaticos como el citocromo P450 y la
Xantina oxidasa, también contribuyen a la produccién de estas especies altamente reactivas
(85). Sin embargo, la produccién o acumulacion excesiva de especies reactivas puede tener
efectos deletéreos al participar en reaccion de o0xido-reduccion (redox) y ocasionar dafio a
macromoléculas, membranas celulares y ADN (84, 86). Esto puede alterar las propiedades
biolégicas de las membranas, enzimas y receptores, afectar el funcionamiento celular y
provocar la muerte celular (87). Por esta razén, se ha desarrollado una red compleja de
sistemas de defensa en humanos para protegerle contra la produccién excesiva de y el dafio
por las especies reactivas en un esfuerzo por mantener la “homeostasis redox” (84). Cuando
la produccion o acumulacion de radicales libres o especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
supera la capacidad del organismo para defenderlo, se produce un estado de estrés
oxidativo (o estrés nitrosativo) (84, 87). Ademas del dafio directo de moléculas bioldgicas y
tejidos, el estrés oxidativo también puede activar factores de transcripcion como el factor
nuclear NF-xB, que desencadena cascadas de sefializacion que provocan la liberacion de
citocinas e inflamacién (88). El estrés oxidativo ha sido objeto de investigacién intensa en
afios recientes y se ha vinculado con la patogenia de varias enfermedades cronicas,
incluidos céancer, osteoporosis, diabetes tipo 2, padecimientos neurodegenerativos y
enfermedad cardiovascular. Esto se ha fundamentado por diversos estudios que demuestran
que las dietas con gran contenido de frutas y vegetales, y por ello, ricas en antioxidantes

dietéticos, se relacionan con un riesgo reducido de enfermedad cronica. La capacidad para
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manejar y prevenir el estrés oxidativo depende del funcionamiento de los sistemas de
defensa antioxidantes enddgenos y exdgenos, los cuales pueden estar influidos por la
variacion genética individual. Los polimorfismos de nucledtido Unico en genes que
codifican para enzimas antioxidantes endégenas o proteinas implicadas en la captacion y
utilizacion de antioxidantes dietéticos pueden tener un impacto directo sobre la capacidad
para manejar el estrés oxidativo y prevenir el desarrollo subsecuente de enfermedades en un
individuo. Inclusive, los sistemas antioxidantes endégenos y exdgenos interactdan, y las
complejas interacciones entre genes y dieta pueden influir ain mas sobre la capacidad de un

individuo para manejar el estrés oxidativo (Figura 6) (87).
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Figura 6. Panorama general de la relacion entre la produccion de especies reactivas, estrés oxidativo,
desarrollo de enfermedades y el papel de los antioxidantes y la variacién genética. La acumulacion de
especies reactivas por estimulos externos e internos puede ocasionar dafio molecular y provocar estrés oxidativo o
nitrosativo. Las especies reactivas también pueden alterar la expresion génica, lo cual da paso a la liberacion de
citocinas e inflamacion, lo que ocasiona mayor produccion de radicales libres, especies reactivas de oxigeno
(ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN). La inflamacidn y el estrés oxidativo entonces pueden contribuir al
desarrollo de enfermedades crénicas y a la produccién adicional de especies reactivas. Los antioxidantes
endogenos y dietéticos funcionan juntos para disminuir el desarrollo de y dafio por estrés oxidativo; su
funcionamiento se modifica alin mas por la variacion genética individual.

Tomada de Da Costa et al. (83).
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1.4.1 Estrés oxidativo agudo

I

Dado que el estrés oxidante es en ocasiones menos intenso, debido a un desequilibrio
menor, su expresion en cambios estructurales y funcionales, suele ser méas sutil que el
proceso cronico, ya que generalmente es mediado por las ERO menos reactivas como son
el O, vy el peroxido de hidrogeno (H,0O;); moléculas que a concentraciones y actividades
controladas tienen una importante participacion fisioldgica, pero que al generarse en una
proporcion mayor a la funcional afectan las caracteristicas de procesos intracelulares vitales

de regulacion y suelen acompariar también a procesos cronicos (82).

1.4.2 Estrés oxidativo cronico

—

Generalmente se trata de un proceso que al ser mediado fundamentalmente por el radical
hidroxilo (OH-), se manifiesta por rompimiento o modificacion de biomoléculas
(hidroxilacion) con la consecuente liberacion de una segunda generacion de productos de
oxidacién que a su vez son moléculas muy reactivas, amplificando y propagando el dafio
que se manifiesta como dafio celular y tisular. El dafio molecular puede ser cuantificado en
fluidos bioldgicos, destacando el plasma sanguineo, dado que permite evaluar el
rompimiento o modificacién de moléculas y organelos celulares cuyos productos se
incorporan a la circulacién para que en el mejor de los casos sean sometidos a procesos de
desintoxicacion en el higado y eliminacién renal. En contraste, las moléculas generadas por
el dafio oxidante pueden interaccionar con otras biomoléculas, afectandolas en su estructura
y funcion. Algunas modificaciones inducidas por este tipo de estrés oxidante se reflejan
como cambios bioquimicos intracelulares (estrés oxidante intracelular) y se manifiestan
fundamentalmente por alteraciones funcionales locales y sistémicas (hipertension arterial,
arritmias, fibrilacién, bronco-constriccion, shock). Tanto en el estrés agudo como en el
cronico, se presentan dos mecanismos de dafio, el oxidativo y el no oxidativo (modificacion
de la homeostasis), la diferencia es que en el agudo, la eliminacién del reto oxidante
permite la recuperacion celular y del organismo; en contraste, en el cronico el dafio es
frecuentemente irreversible (82).

Con el fin de considerar la intensidad y el grado de afectacion en la salud, el proceso de
estrés oxidante puede dividirse en tres etapas o niveles de progresion o intensidad

(adaptacion, agudo y crénico), tomando en consideracion las caracteristicas del dafio
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estructural y funcional ejercido como consecuencia de la reactividad de las diferentes
especies reactivas (reto oxidante), asi como el tiempo de exposicion a las mismas y la

evidencia concomitante de modificaciones en los procesos biolégicos afectados (Figura 7).
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Figura 7: Etapas de evolucién del estrés oxidante. Con el fin de correlacionar la intensidad y el grado de
afectacion en la salud, el proceso de estrés oxidante puede dividirse en tres etapas o niveles de progresion o
intensidad (adaptacion, agudo y crénico). Tomada y modificada de Hicks et al. (82).

1.4.3 Dafio a lipidos membranales

—

La oxidacion de los lipidos membranales provoca alteraciones en la permeabilidad, o la
pérdida de la integridad de la membrana plasméatica de los organelos celulares. Con
respecto a la permeabilidad se afecta tanto el transporte pasivo como el activo al alterarse
las interrelaciones de fluidez de los lipidos que forman las membranas bioldgicas. Los
acidos grasos poli-insaturados, que predominantemente se ubican en las membranas
celulares, son particularmente susceptibles al ataque de los radicales libres. Cuando los OH-
se forman cerca de la membrana son capaces de extraer atomos de hidrégeno de los
fosfolipidos que la componen, después de esta reaccion aunque el OH- original se ha
inactivado, se forma un radical lipidico, el que después de un rearreglo molecular (dieno
conjugado), puede reaccionar con el oxigeno para originar el radical peroxilo (R-00.), este
puede reaccionar con otros acidos grasos de la membrana, formando maés radicales
lipidicos, mientras el mismo se transforma en hidroperdxido (R-OOH), el que en presencia
de varios complejos metalicos puede descomponerse en mas radicales, incluyendo entre
ellos al OH-, lo que provoca un fendmeno de expansion del dafio, en el que se considera

que la peroxidacion se ha propagado (Figura 8). En ausencia de iones metalicos los R-
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OOH pueden acumularse en la membrana y con esto alterar su funcion, pueden
transformarse en aldehidos, dentro de los que el més estudiado es el MDA que puede
provocar dafio al ADN. Alternativamente el R-OO" puede dar origen a perdxidos ciclicos,
los que pueden descomponerse para formar radicales lipidicos. A este fendémeno
globalmente se le denomina lipoperoxidacion y en ausencia de algin proceso que lo inhiba
puede provocar la rdpida destruccion de la fase lipidica de las membranas. Durante el
proceso de lipoperoxidacion se forman otros compuestos que afectan otras estructuras
celulares, tales como hidroxialquenales, siendo el 4-OH-2,3-transnonenal uno de los mas
toxicos. Los alquenales son compuestos que reaccionan con el ADN, inhiben la sintesis de
proteinas y ARN, asi como la reparacion del ADN y se unen al glutation disminuyendo la
capacidad protectora dentro de la célula. Dentro del proceso de lipoperoxidacion, los
radicales formados pueden causar también dafios a las proteinas membranales, inactivando
receptores o enzimas unidas a las membranas. La lipoperoxidacién no sélo dafa a las
membranas, ya que también tiene efectos sobre lipoproteinas plasméticas. Un incremento

en la lipoperoxidacion ha sido también asociado con el envejecimiento (89).

RH + Radicales libres  IEE——) R*

R* (rearreglo molecular,

formacion de un dieno _ ROO"
conjugado) + 0,

ROO*+RH wmmmmmp ROOHIR’
ROOH + Fe>* WEEESESP ROO' + 'OH

Figura 8. Cadena de reacciones en el proceso de lipoperoxidacion.
Tomada de Gonzalez-Torres et al. (89).

1.4.4 Daiio a proteinas y carbohidratos

I

En proteinas y carbohidratos, los radicales libres pueden inducir fragmentacion con la
pérdida de la funcién de estas moléculas. Los aminoacidos aromaticos, la cisteina, los

enlaces disulfuro y los enlaces peptidicos son fragmentados por los radicales libres
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alterandose su estructura y su funcion. EI OH" es muy reactivo con las proteinas y puede
causar modificaciones en casi todos los residuos de aminoacidos, pero en particular ataca a
la tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina, metionina y cisteina, forma entrecruzamientos
de tipo covalente e induce la fragmentacion de la cadena polipeptidica, lo que se traduce en
una pérdida de la funcién, o en mayor susceptibilidad a las enzimas proteoliticas. Datos
experimentales muestran que el radical peroxinitrito (ONOO") oxida a las proteinas
membranales y citoplasmicas, afectando su naturaleza fisica y quimica. Diversas reacciones
de oxidacion pueden convertir algunos residuos de aminoacidos, como la prolina, la
arginina y la lisina, a derivados de tipo carbonilo. La presencia de este grupo quimico se ha
utilizado como un pardmetro para evaluar el dafio oxidativo en las proteinas. De esta
manera, se ha estimado que 2 nmol de grupos carbonilo por miligramo de proteina,
cantidad observada en personas jovenes, representan un dafio del 10% del total de las
proteinas celulares, mientras que en los ancianos este porcentaje se incrementa a 20 y 30%
del total de las proteinas celulares. Este incremento de proteinas dafiadas podria
relacionarse con deficiencias en su eliminacion, o con un incremento en la tasa de
oxidacion de proteinas durante el envejecimiento. A nivel de aminoacidos los radicales
libres pueden inducir cambios especificos en su estructura, como los atribuidos al OH" que
convierte la fenilalanina a o-tirosina, y al Oxido nitrico que transforma la tirosina en
nitrotirosina. Estos dos aminoécidos no estan presentes normalmente en las proteinas, por
lo que representan marcadores Utiles para evaluar dafio oxidativo. Las alteraciones
conformacionales provocadas en las proteinas por los radicales libres se relacionan con la
pérdida de la actividad catalitica de enzimas tales como la lisosima y la ribonucleasa. La
inactivacion de enzimas por la oxidacion inducida por medio de radicales libres y la
acumulacién intracelular de proteinas oxidadas, podrian jugar un papel critico en la
alteracion de las funciones celulares y en la muerte celular. A nivel de la membrana
plasmatica, las alteraciones inducidas sobre sus proteinas afectan a los transportadores, los
canales proteicos, los receptores o proteinas reguladoras y a los inmunorreguladores lo cual
puede tener consecuencias letales para las células. Los efectos de los radicales libres sobre
los carbohidratos, son poco conocidos, pero se ha establecido que el acido hialurénico, la
condroitina y el dermatan sulfato, todos ellos polisacaridos del grupo de los

glucosaminoglucanos, son susceptibles a su degradacion en presencia de las especies
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reactivas de oxigeno, particularmente a los radicales O, y OH’, lo que probablemente
altera la funcion de los proteoglicanos de los que forman parte y esto se ha relacionado con
la patogenia del proceso inflamatorio (89).

1.4.5 Dafio al ADN

El dafio provocado a nivel del ADN por los radicales libres puede generar mutaciones
somaticas, que llevarian a la sintesis de proteinas defectuosas, y posiblemente a la
generacion de transformaciones malignas. Uno de los componentes de la molécula de ADN
que es susceptible a ser dafiado por radicales libres es la desoxirribosa, que al oxidarse
puede inducir el rompimiento del enlace entre este azlcar y el grupo fosfato del siguiente
nucleétido, mecanismo mediante el cual se forman rompimientos de cadena sencilla, los
que son reparados por medio de las enzimas correspondientes. Cuando gran cantidad de
OH" atacan una parte restringida de la molécula de ADN, se forman numerosos
rompimientos de cadena sencilla, que por su cercania podrian conducir a la formacion de
rompimientos de cadena doble, los que provocan dafio permanente al material genético. La
reactividad del OH" hacia los diferentes atomos de hidrogeno de la desoxirribosa varia
considerablemente, siendo los carbonos 4 y 5 los sitios primarios de reaccion, ya que en la
molécula de ADN son los que quedan mas expuestos. Los OH’ tienen la capacidad de
reaccionar también con las bases nitrogenadas del ADN. El tipo predominante de alteracion
que puede observarse a este nivel son las substituciones, aunque también es frecuente
observar deleciones y con menor frecuencia inserciones. Se ha visto que las substituciones
frecuentemente involucran al par guanina-citocina, con el que los OH" y el oxigeno simple
reaccionan directamente. Las mutaciones se concentran en regiones especificas del ADN,
que se denominan “puntos calientes”, lo que indica que estan relacionadas con las
secuencias de bases puricas y pirimidicas. Es probable que el oxigeno simple reaccione con
la guanina eliminandola del ADN, lo que provoca la formacion de rompimientos de cadena
sencilla, o bien, que pueda generar un gran niumero de productos de reaccion derivados de
ella los que constituiran los Ilamados sitios sensibles al alcali, que se convertiran en
rompimientos después de tratamiento alcalino. Uno de los productos formados es la 8-
hidroxiguanosina, la que puede formarse por los radicales libres directamente sobre la

molécula de ADN; o sobre los precursores de la misma, esta molécula puede identificarse
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en la orina humana, cuando el dafio al ADN fue reparado. Las mutaciones se establecen
cuando una cadena de ADN dafiada es copiada durante la duplicacion. Otra posibilidad, es
que la duplicacion quede bloqueada cuando la ADN polimerasa (EC 2.7.7.7) encuentra una
lesion, o bien, en estos puntos de lesion la enzima puede leer errdneamente el mensaje de la

cadena dafada y generar una cadena complementaria defectuosa (89).

En la naturaleza existen ciertos compuestos producidos por el hombre, conocidos como
xenobidticos, capaces de producir algun efecto sobre los seres vivos debido a que la

toxicidad de muchos de ellos esta mediada por la formacidn de radicales libres de oxigeno.
@ DOXORRUBICINA

La Dox (14-hidroxildaunorrubicina o adriamicina) pertenece a una clase de compuestos con
estructuras similares, denominados antraciclinas. Tal como daunorrubicina (Dau), el primer
compuesto de antraciclina que se describid, Dox fue aislado de Streptomyces peucetius, una
bacteria del suelo (90, 91). En la Figura 9 se muestra su estructura quimica. La Dox es uno
de los agentes quimioterapéuticos mas utilizados y generalmente es prescrita en
combinacién con otros farmacos, tiene un amplio espectro de actividad. Es uno de los
farmacos mas eficaces para el tratamiento de tumores sélidos, por ejemplo, céncer de
mama, cancer de pulmén y tratamientos de carcinoma de ovario. Se ha comprobado su
acitividad contra tumores de vejiga, estdbmago, higado y tiroides, Ewings y tumores 0seos
osteogénicos, sarcoma de tejidos blandos, neuroblastoma y tumor de Wilms. De igual
forma es activo contra el mieloma multiple, varios tipos de leucemia y linfoma cutaneo de
células T. También juega un papel importante en el tratamiento de la enfermedad de
linfoma Hodgking y no-Hodgkin (92). EI mecanismo por el cual las antraciclinas inhiben el
cancer aun no estd completamente claro y se cree que mdltiples vias participan en la

citotoxicidad de esta clase de farmacos contra el cancer.
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Figura 9. Estructura quimica de doxorrubicina: Esta constituida por un anillo
tetraciclico plano (anillos A, B, Cy D) y por cadenas laterales variables que incluyen un
aminoazucar. Los anillos centrales (B y C) poseen grupos quinona e hidroquinona que
actian como donantes o receptores de electrones y son capaces de formar radicales libres.
Tomada y modificada de Malla et al. (93).

151 Inhibicién de la topoisomerasa Il

Las topoisomerasas son enzimas altamente conservadas es decir, su secuencia genética ha
prevalecido a través de la evolucion, estan presentes en practicamente todas las formas de
vida, desde las bacterias hasta los seres humanos, y regulan la topologia del ADN para
facilitar la replicacion, transcripcion, y otros procesos nucleares (94). Muchos farmacos
antibacterianos y aanticancerigenos se dirigen a las topoisomerasas para la eliminacién de
células, tales como las camptotecinas, etop6sido y quinolonas (95). EI modelo de accién de
efecto mas retardado de Dox implica la inhibicién de topoisomerasa 11 (EC 5.99.1.3), lo que
resulta en que la doble cadena de ADN se rompe y ocurre muerte celular programada
(apoptosis) (96, 97). La enzima topoisomerasa se une a ADN superenrollado y ADN
enredado, rompe ambas cadenas de un diplex de ADN, pasa al otro duplex a través de la
brecha resultante y se vuelve a sellar la rotura. Este proceso resulta en la liberacion de la
tension torsional formada durante los procesos bioldgicos tales como la replicacion del
ADN vy la transcripcion (95). Ademas, la topoisomerasa Il es esencial para el
desanudamiento del ADN durante la mitosis, y la deficiencia en la topoisomerasa Il
previene la citocinesis normal, lo que resulta en la muerte celular (98). El etopésido, atrapa
a la topoisomerasa Il en los sitios de rotura, estabiliza el complejo de escision e impide el
resellado del ADN (99). Se ha planteado la hip6tesis de que Dox funciona de una manera
similar y se ha demostrado que los niveles de la topoisomerasa Il determinan la efectividad

de su tratamiento en un modelo de raton de linfoma (100, 101). Sin embargo, hay muchos
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ejemplos en los que la doxorubicina mediada por la muerte celular es independiente de la
topoisomerasa Il, por ejemplo, se demostré que doxorrubicina causa la muerte celular
independiente de la topoisomerasa Il en una linea celular leucémica promielocitica (102).
Ademas, la Dox, asi como otro farmaco antraciclico, aclarrubicina, que no atrapa la
topoisomerasa 11, desaloja histonas independientes de la topoisomerasa Il que conduce a la
muerte celular (103, 104).

1.5.2 Formacion de aductos de ADN

Dox se intercala con el ADN en el sitio que contiene pares de bases GC adyacentes,
probablemente debido a la formacion especifica de enlaces de hidrégeno entre la
doxorrubicina y la guanina (105, 106). La formacion de aductos de ADN de la Dox ha
demostrado que activa respuestas de dafio al ADN e induce la muerte celular
independiente de la topoisomerasa Il (102, 107). La interaccion entre la Dox y el ADN
puede ser estabilizada por un enlace covalente mediado por el formaldehido celular que es
generado por reacciones de radicales libres a partir de fuentes de carbono, tales como
lipidos y espermina (108, 109). Esta interaccion implica la formacion de un enlace
covalente entre la Dox y la guanina en una cadena de ADN y de un enlace de hidrogeno

entre la Dox y la guanina en la cadena opuesta (Figura 10).

153 Generacion de radicales libres

Una adicion de electrones a la fraccion de quinona en el anillo C de las antraciclinas
conduce a la formacion de semiquinona que se regenera de nuevo a quinona al reducir el
oxigeno a las especies reactivas de oxigeno como el O, y H,0, (Figura 11). El radical
semiquinona puede oxidar dentro de la unién entre el anillo A y daunosamina que se
traduce en deglicosilacion. La aglicona formada de este modo tiene mayor solubilidad en
lipidos y puede intercalarse en las membranas bioldgicas y formar especies reactivas de
oxigeno que pueden afectar objetivos sensibles (110, 111). El ciclo redox de un electron de
la Dox se ha demostrado que induce la liberacion del hierro almacenado. La Dox forma
complejo con el hierro y este complejo Dox-Fe cataliza la conversién de H,O, al OH que

es una de las especies reactivas de oxigeno mas potentes (112, 113).
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Figura 10. Estructura del complejo ADN-doxorrubicina. La Dox forma un enlace con guanina en una
hebra de ADN mediada por enlaces de hidrégeno y formaldehido con guanina en la cadena opuesta. Tomada
y modificada de Yang et al. (95).
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Figura 11. Formacién de semiquinona. La fraccién de semiquinona en el anillo C se reduce
formando semiquinona. Tomada y modificada de Torres y Simic (114).
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1.5.4 Sobreproduccion de ceramida

I

Ademaés de la generacion de radicales libres y el aumento en el metabolismo oxidativo, el
tratamiento con Dox aumenta los niveles de ceramida (115-118). La ceramida es una
molécula lipidica compuesta de una esfingosina y un acido graso que esta implicado en una
variedad de procesos celulares incluyendo la detencion del crecimiento, apoptosis y la

senescencia (Figura 12)(119).

O
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HO (CH3)12CH3
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Figura 12: Estructura quimica de la ceramida

Curiosamente, la ceramida permeable exdgena sensibiliza a las células cancerosas a la
apoptosis inducida por Dox (120). Ademas, el tratamiento con Dox aumenta los niveles de
ceramida en células MCF-7sensibles a Dox pero no en las células MCF-7-ADRR
resistentes a Dox, lo que sugiere que los niveles de ceramida podria mediar la resistencia a
la Dox. De hecho, la regulacion a la alta de glucosilceramida sintasa (GCS), una enzima
que convierte la ceramida a glucosilceramida, se asocia con la resistencia celular a la Dox,
mientras que la supresion de GCS restaura la sensibilidad a la Dox resultando en la muerte
celular (121-124). Recientemente, se ha informado que Dox tiene un nuevo papel en el
bloqueo de la proliferacion de las células cancerosas a través de la estimulacion de la
sintesis de ceramida y la mejora de la protedlisis de un factor de transcripcion sintetizado
como precursor de membrana CREB3L1 (elemento sensible a la proteina de union 3L1)
unido a la membrana (125). Curiosamente, el nivel de expresion CREB3L1 estd asociada
con la sensibilidad celular a la Dox, a pesar de su expresién no se requiere para otros

farmacos contra el cancer tales como etoposido, bleomicina, o paclitaxel para inhibir el

“Efecte antigenatixico de ba cdscara de granada (Punica granatum L.) centra el daiie producide por la
dexovwbicina en natin CDI+”




Jutraduuccidn

crecimiento celular. Sorprendentemente, no se observé la muerte celular después del
tratamiento con Dox en este estudio (125). Estos hallazgos sugieren que la sobreproduccion
de ceramida podria estar involucrada especificamente en la sensibilizacion de las células
cancerosas al tratamiento con doxorubicina, pero es poco probable que este efecto

implique cambios en el panorama de la cromatina (95).

1.5.5 Propiedades Farmacocinéticas de doxorrubicina.

Absorcidn. La Dox no se absorbe en el tracto gastrointestinal. Dado que el medicamento es
extremadamente irritante para los tejidos, su administracion es por via intravascular
(intravenosa o intraarterial). Se ha demostrado que la administracion intravesical es
factible: siguiendo esta via de administracion, el paso de la Dox dentro de la circulacion
sistémica es minimo (126).

Distribucion. La vida media de la distribucion inicial es aproximadamente 5 minutos
sugiriendo una rapida absorcion tisular de doxorubicina, mientras lenta eliminacién de los
tejidos se refleja por una vida media terminal de 20 a 48 horas. Los rangos del volumen de
distribucion del estado estable van de 809 a 1214 L/m? y es indicativo de una absorcién
extensa del medicamento en tejidos. La unién de Dox y su metabolito principal
doxorubicinol, a las proteinas plasmaticas es cerca de 74 al 76% Yy es independiente de la
concentracion plasmatica de doxorubicina hasta 1.1 pg/mL (126).

Metabolismo. Dox no atraviesa la barrera hematoencefélica, pero si la placenta, y es
metabolizada ampliamente en el higado por la enzima aldoceto reductasa que origina su
metabolito principal, el doxorubicinol. También, aunque en menor medida, Dox es sustrato
de la isoforma 3A4 del citocromo P450 y el metabolito que origina es la doxorubicina-7-
desoxiaglicona. Doxorubicinol tiene aproximadamente el 10% de la actividad de Dox y
junto con el metabolito 7-desoxiaglicona son los principales responsables de su toxicidad
(126).

Excrecion. Se estima que el aclaramiento sistémico de doxorubicina esta alrededor de 55
L/h, con una variabilidad interindividual cercana al 20%. El aclaramiento hepatobiliar,
alrededor de 25 L/h, supone aproximadamente el 50% del aclaramiento de Dox Yy coincide
con la fraccion de dosis eliminada por bilis en los 7 dias sucesivos al tratamiento. Por el

contrario, su aclaramiento renal es bajo, alrededor de 7 L/h, y tan solo un 12% de la dosis
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se recupera en orina despues de 6 dias desde el inicio del tratamiento. El aclaramiento es

menor en pacientes de edad avanzada, obesos y mujeres (127).

@MONlTOREo DEL DANO CITOGENETICO in vivo

Las alteraciones cromosomicas han sido utilizadas como criterio de valoracion bioldgica
importante para estudiar los efectos mutagénicos de la radiacion ionizante y los productos
quimicos. Las aberraciones cromosomicas estructurales y numeéricas se encuentran a
menudo en los recién nacidos humanos (0,6%) y en abortos espontaneos (30 a 40%).
Ademas, muchos tumores se asocian con alteraciones cromosdémicas que pueden estar
involucrados en las etapas de iniciacién o promocién de la carcinogénesis. Estos hechos
ponen de relieve la importancia del estudio de las aberraciones cromosdmicas per se como
un punto final bioldgico relevante para evaluar los riesgos que supone la exposicion a
agentes cancerigenos mutagénicos. En los estudios in vivo, solo algunos tejidos son
susceptibles de analisis cromosoémico, siendo el requisito previo que las células sean
capaces de proliferar. Este requisito limita el nimero y tipo de células que pueden ser
estudiados, y por lo tanto generalmente se utilzan células de médula 6sea, linfocitos de la
sangre, células regeneradas del higado, o células germinales masculinas (128).

Algunas de estas técnicas para monitorear el dafio citogenético son: intercambio de
cromatidas hermanas, citogenética espermatica, comparacion interespecies y la prueba de

micronucleos.

1.6.1 Ensayo de microntcleos

El ensayo de MN fue propuesto por Heddle (129) y Schmid (130), constituye un ensayo
alternativo para evaluar el dafio cromosémico in vivo. Los MN se presentan en células en
division que contiene algin cromosoma fragmentado carente de centromero (fragmento
acentrico) o cromosomas enteros que son incapaces de desplazarse hacia los polos durante
la mitosis (131, 132) y son excluidos del nucleo durante la division celular (133, 134).
Durante la telofase, se forma una envoltura nuclear alrededor de los cromosomas rezagados
o fragmentos cromosomicos, asimismo se desenrollan y gradualmente asumen la

morfologia de un ndcleo en interfase mas pequefio que el nucleo principal de la célula, de
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aqui el término "micronucleo” (Figura 13). También son conocidos en hematologia como
cuerpos de Howell-Jolly (135, 136).

Figura 13. Origen del Micronucleo. A partir de un cromosoma entero rezagado y de un fragmento
acéntrico.
Tomado y modificado de Fenech (136).

El ensayo in vivo de MN se utiliza para detectar potencialmente la accién de agentes
quimicos, fisicos y bioldgicos, asi como determinar su mecanismo de accion. Un agente
clastogénico, origina MN compuestos de fragmentos cromosomicos debido a: a) ruptura
directa del ADN; b) replicacion sobre un templete de ADN dafiado; o c) inhibicion de
sintesis de ADN (136). Los agentes aneugénicos, originan MN con al menos un cromosoma
completo o una cromatida; debido a alteraciones en: a) el huso mitético, b) el cinetocoro, c)
centriolo, d) centrosoma (137-139). Los ratones y ratas son las especies mas
frecuentemente utilizadas en diversos trabajos de investigacion, de los cuales se emplean
principalmente células de médula 6sea y de sangre periférica (134). Esta Gltima ha sido
utilizada ampliamente en trabajos de toxicologia y bioensayos de carcinogénesis de largo
tiempo (132, 140). El ensayo de MN se ha realizado con diferentes tipos celulares como
son: células germinales (141), hepatocitos (142), células de higado fetal (143), linfocitos
(144, 145), celulas de bazo (146), células de colon (131), ademas de exfoliados de células
que son obtenidos de la mucosa bucal, bronquio, vejiga; uréter y estbmago. Actualmente el
principal tipo celular utilizado en médula dsea y/o sangre periférica de rata y raton son los
eritrocitos (147, 148).
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1.6.2 Identificacion microscopica de eritrocitos y micronticleos

Los eritrocitos policrométicos (EPC) presentan una coloracion que incluye a la basofilia y
eosinofilia. Como adn contienen acido ribonucleico se observan con un tinte azulado-
violaceo, su tamafio es un poco mayor al de los eritrocitos normocrémicos (ENC),
generalmente un aumento en su nimero con respecto a los valores normales indica una
eritropoyesis aumentada. De tal forma que, ademas de identificar el potencial genotoxico de
cierto xenobidtico, sugiere su citotoxicidad al realizar el conteo de la relacion EPC/ENC
(149, 150). La Figura 14 muestra ejemplos de ENC, EPC y la presencia de MN en ambas

células (en un frotis de sangre periférica de raton CD1+.

Figura 14. Frotis de sangre periférica de raton CD1+ tratado con doxorrubicina. Se observan en
su mayoria A) ENC, las células de color azul B) corresponden a los EPC. En ambos estadios
eritrocitarios puede existir la presencia de microndcleos como se observa en C) ENCMN y D)
EPCMN.
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@ NUTRACEUTICOS Y QUIMIOPREVENCION

El término nutracéutico fue definido inicialmente en 1989 por el Dr. Stephen DeFelice
creador de la Fundacién para la innovacion en medicina como cualquier sustancia que
pueda considerarse como alimento o parte de un alimento que proporciona beneficios a la
salud, incluyendo la prevencion o tratamiento de una enfermedad. Fennema (151) lo define
como una sustancia bioactiva presente en los alimentos que presenta propiedades que
mejoran la salud, previenen enfermedades y/o tienen propiedades medicinales con un

impacto en la salud humana.

Por otra parte la quimioprevencidén es un area de rapido crecimiento de la oncologia
preventiva que se centra en la prevencion del cancer mediante la administracion de uno o
mas agentes de origen natural o sintético para suprimir, revertir o prolongar el proceso de la
carcinogénesis. Cada vez es méas evidente que los compuestos quimiopreventivos presentes
en la dieta ofrecen un gran potencial en la lucha contra el cancer inhibiendo el proceso de la
carcinogénesis mediante la regulacion de la maquinaria de defensa y muerte celular. Los
efectos quimiopreventivos de verduras y frutas pueden atribuirse a un efecto combinado de
varios fitoquimicos fendlicos que son generalmente antioxidantes en la naturaleza, junto
con las vitaminas, fibras dietéticas, indoles, compuestos allium y selenio, expresa el
intento deliberado de frenar o revertir el progreso de las células premalignas hacia la
malignidad. Algunas de las sustancias hasta ahora investigadas corresponden a nutrimentos
comunes, y otras a compuestos farmacoldgicos sintéticos. El concepto antimutageno se usa
para describir a aquellos agentes que tienen la capacidad de reducir la frecuencia de
mutaciones espontaneas o inducidas, y por consiguiente, disminuir la incidencia de cancer

en el humano (77).

1.7.1 Tratamiento convencional contra el cancer

Actualmente se han desarrollado muchos farmacos con potencial para combatir la
proliferacion de células cancerosas. Sin embargo, muchos de los medicamentos nuevos
obtenidos por sintesis quimica y/o derivados de plantas no tienen el efecto esperado en la

clinica, esto debido a la complejidad de la enfermedad. Los tratamientos actuales para el
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cancer se basan principalmente, en la cirugia, la radiacion y la quimioterapia. La seleccion
de uno de ellos 0 su combinacion depende de la etapa en que se encuentre el tumor. En el
caso de la quimioterapia, ésta es empleada como tratamiento principal cuando el tumor se
encuentra en las etapas Il, 111 y/o V. Esta estrategia consiste en administrar un farmaco que
tenga la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y/o provocar la muerte celular.
Actualmente, el principio de accion de la mayoria de estos compuestos se basa en el mayor
potencial replicativo de la célula cancerosa en comparacion con el de la células sanas, por
lo que estos compuestos también ocasionan la muerte de las células no cancerosas que
crecen y se dividen rapidamente como lo son las de la sangre. Los principales blancos
terapéuticos descritos en la literatura son; a) interaccion con el dimero de tubulina, b)
inhibidores de la topoisomerasa, c) inhibidores de histonas, d) inhibidores de proteinas
cinasas (EC 2.7), e) inhibidores de chalconas; f) interaccion con el DNA, g) activacién de
caspasas (3.4.22), etc. El dafio a las células sanas causa efectos secundarios que pueden ser
muy graves, incluso algunas veces mas severos que la misma enfermedad. Una parte de la
investigacion en el desarrollo de estos farmacos, en época reciente, se enfoca a encontrar
medicamentos que sean especificos para las células tumorales, con lo cual se espera
incrementar la eficacia del tratamiento y reducir los efectos secundarios. En este contexto
algunos blancos terapéuticos propuestos actualmente son: los inhibidores de la angiogénesis
y de la metastasis (152).

1.7.2 Tratamiento alternativo

Las plantas han sido y seguiran siendo una posible alternativa para la bisqueda nuevos
compuestos bioactivos que sirvan de base en el desarrollo de nuevos farmacos, México
posee una fuente de recursos naturales importante es especial las propiedades antioxidantes
que presentan algunas de las sustancias que componen los alimentos de la dieta humana
generan la posibilidad de su uso y aplicacion para contrarrestar los dafios ocasionados por
agentes mutagenos y cancerigenos (153, 154). Al estrés oxidativo, se le ha relacionado con
el dafio genotoxico, y en este sentido, se ha observado que algunas plantas o sus
componentes que presentan potencial antioxidante, tienen efectos protectores sobre los
dafos inducidos sobre el material genético (155). De ahi que el estudio de sustancias con

propiedades antioxidantes surge como una opcion para la prevencion y como coadyuvante
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en el tratamiento de enfermedades crdonico-no transmisibles relacionadas con el estrés
oxidativo y con el dafio genotoxico. Se estima que las células humanas sufren diariamente
alrededor de 10.000 reacciones de los radicales libres y que los antioxidantes (endégenos y
exogenos) los pueden contrarrestar. Particularmente, los polifenoles presentan un alto
potencial antioxidante relacionado con la disminucion de enfermedades cronicas y de
algunos tipos de cancer. Los mecanismos responsables de la inhibicién de la formacion de
tumores por parte de los compuestos de las plantas incluyen: a) los mecanismos de
adsorcion fisica (por ejemplo, las fibras contenidas en los vegetales pueden adsorber y
retener sustancias cancerigenas impidiendo su absorcion).; b) la induccién de la sintesis de
ciertas enzimas (citocromo P450, en el intestino y el higado, que pueden convertir
sustancias cancerigenas en productos menos toxicos); ¢) el aumento en la actividad de P-
glicoproteina (por ejemplo, el flavonoide kaempferol aumenta la expresion de P-
glicoproteina que previene que las sustancias cancerigenas penetren a las células y
alcancen al ADN); d) la induccién de la apoptosis y la detencion del ciclo celular (Figura
14) e) la inhibicién de la formacion de radicales libres; f) la inhibicion de la ciclooxigenasa,
la enzima responsable de la produccion de prostaglandinas, moléculas endogenas que
facilitan los procesos de angiogénesis (el resveratrol, que se encuentra en el vino tinto, es
un inhibidor de la COX-2). Los compuestos de plantas con accion quimiopreventiva deben
responder a una serie de caracteristicas muy precisas: ausencia de efectos secundarios y de

alta eficacia, tolerancia y finalmente costo reducido (156).
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1. JUSTIFICACION

El cultivo de granada, requiere de ciertas condiciones climaticas como luz solar intensa,
inviernos suaves y calurosos con temperaturas minimas no inferiores a los 12 °C, y veranos
secos sin precipitaciones pluviales especialmente durante las ultimas etapas de maduracion del
fruto. México tiene diversas regiones de su territorio con las condiciones climaticas optimas
para su cultivo. Segun datos reportados por la SAGARPA, en los afios 2012, 2013 y 2014, el
estado de Hidalgo ocupa el tercer lugar en produccion a escala nacional, no obstante el
aprovechamiento por consumo directo del fruto es bajo y la cdscara como residuo corresponde
al 50% del fruto. Se han aislado algunos metabolitos presentes en cascara de granada, tal es el
caso de punicalagina y acido elégico, de los cuales existen reportes de su accién antioxidante y
quimiopreventiva significativa in vitro. No obstante, son pocas la investigaciones en relacion a
esta propiedad y las evidencias preclinicas no son concluyentes del efecto quimiopreventivo;
por lo cual en este estudio se pretende establecer si existen componentes bioactivos
antioxidantes y quimiopreventivos procedentes de las variedades endémicas de granada para
contribuir al cuerpo de evidencias que permitan determinar si los componentes de la cascara
de la granada proveniente de el Nith comunidad de Ixmiquilpan del estado de Hidalgo podrian
conferir actividad quimiopreventiva y antioxidante significativa frente a agentes mutagénicos

con actividad similar a la de la doxorrubicina.

I1l. HIPOTESIS

Si el EMC, EMP y EBJ poseen actividad antioxidante in vitro, efectos antigenotoxicos y
antioxidantes in vivo, entonces se evidenciard su actividad antioxidante mediante el ensayo
que utiliza dos radicales cationicos ABTS™ y DPPH’, asimismo el extracto con mayor eficacia
antioxidante reflejard ausencia de toxicidad aparente y genotoxicidad, pero una eficacia

antigenotdxica significativa e incluira un efecto antioxidante sérico in vivo.
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IvV. OBJETIVVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antigenotoxico de la cascara de granada (Punica granatum L) contra

el dafio producido por la doxorrubicina mediante el ensayo de micronucleos en raton CD1+.

@ OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar extracciones butandlicas a partir de jugo y metanolicas de cascara, Yy
pericarpio de granada, por maceracion y posterior rotaevaporacion.

2. Determinar la capacidad de captura de radicales libres utilizando el ensayo de ABTS™
y DPPH’ asi como la cuantificacién de fenoles totales por el método de Folin
Ciocalteau de los extractos metandlicos y butandlicos.

3. Evaluar la toxicidad subcronica del extracto con mayor actividad antioxidante in vitro,
mediante el método de Lorke modificado.

4. Valorar el efecto genotoxico y citotoxico del EMC de granada mediante la prueba de
micronucleos en eritrocitos de sangre periférica de raton CD1+

5. Determinar si el mecanismo de accién antimutagénica se correlaciona con la
capacidad antioxidante in vivo, mediante el ensayo de DPPH" en suero y peroxidacion
lipidica en homogeneizado de higado y corazén.

6. Dilucidar la naturaleza quimica del extracto con actividad bioldgica mediante

cromatografia en columna, capa fina, y "H-RMN.
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V. MATERIALESY METODOS
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Figura 15. Disefio metodoldgico del proyecto.
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@ TIPO DE ESTUDIO
El presente trabajo es de tipo experimental, prospectivo y longitudinal.

MATERIAL VEGETAL Y OBTENCION DE EXTRACTOS DE GRANADA
La granada se obtuvo en la localidad el Nith de Ixmiquilpan Hidalgo que esta situada a 1.740
m de altitud sobre el nivel del mar, sus coordenadas geogréficas son: longitud 20° 29' 20" y
latitud -99° 11° 39". Se separaron manualmente la cascara, pericarpio y arilo. La cascara y
pericarpio se dejaron secar, posteriormente se maceraron en metanol durante una semana, el
arilo se licué inmediatamente y se mantuvo en butanol durante 24h. Posteriormente las
mezclas se filtraron y se llevaron a peso constante mediante el uso de un rotaevaporador a 40°

C y 25 mBar de presién de vacio (arilo) y 337 mBar (cascara y pericarpio).

EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
De cada ensayo (ABTS™, DPPH" y compuestos fendlicos totales) fueron realizadas 3 réplicas

por muestra.

2.3.1 Actividad inhibidora del cation radical del dcido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS™)
En esta prueba el ABTS se convierte en el catién radical azul ABTS+" por la adicion de
persulfato de potasio. Cuando el radical cation ABTS+" reacciona con antioxidantes como
fenoles, tioles y vitamina C, se convierte de nuevo a su forma neutra incolora. A un volumen
de 980 pL de ABTS-", previamente ajustado con solucion de NaH,PO, hasta obtener una
absorbancia a 734 nm de 0.7 +/- 0.02, se agregaron 20 uL de muestra, la mezcla se dejo
incubar 30 min a temperatura ambiente y posteriormente se monitoreo el cambio de coloracion
por espectrofotometria (157, 158). Se construy6 una curva de calibracién con vitamina C para
extrapolar los valores obtenidos de cada extracto que se expresaron como mg equivalentes de
vitamina C (EVC)/100 g de extracto.
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5.3.2 Determinacion de la actividad antiradical por el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH").

Esta determinacion se llevo a cabo por el método desarrollado por Brand-Willams et al. (159).
Se basa en la reduccion del radical estable DPPH' al reaccionar con un antioxidante que
puede donar hidrégenos, proceso que se manifiesta con un cambio en la coloracion (de violeta
intenso a amarillo claro). Se mezclaron 200 pL de muestra y 1 mL de DPPH" AL 7.5%, se
dejo incubar durante 1 h a temperatura ambiente. Los cambios en la coloracion fueron
medidos a 517 nm en un espectrofotometro de luz UV-Vis Epoch. Se construyd una curva de
calibraciéon con Trolox para extrapolar los valores obtenidos de cada extracto que se
expresaron como mg equivalentes de Trolox (ET)/100 g de extracto.

DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES
El método espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteau (160, 161) para la
determinacion de fenoles totales, se fundamenta en su caracter reductor. Se utiliza como
reactivo una mezcla de acidos fosfowolfrdmico y fosfomolibdico en medio basico, que se
reducen al oxidar los compuestos fenolicos, originando 6xidos azules de wolframio (WgO23) y
molibdeno (MogO,3). La mezcla de reaccion se prepard con 100 uL de cada muestra, 500 pL
de reactivo de Folin Ciocalteau al 10% y 400 uL de bicarbonato de sodio al 7.5% y fueron
incubadas a temperatura ambiente durante 30 min. La absorbancia del color azul desarrollado
se midi6 a 765 nm en un espectrofotometro de microplacas. Epoch de doble haz UV-Vis. Se
realiz6 el mismo procedimiento con &cido galico para construir la curva de calibracion. Se
extrapolaron los valores obtenidos de cada extracto en la curva de calibracién y se expresaron

como mg equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de extracto.

@ ADQUISICION DE ANIMALES Y POBLACION DE ESTUDIO

El protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética institucional (CIECUAL),
previo a su realizacion. El trabajo con animales de experimentacion se realizd bajo los
lineamientos de cuidado animal establecidos por el Bioterio del ICSa de la UAEH que a su vez
estan basados en la NORMA Oficial Mexicana para la produccion, cuidado y uso de animales
de laboratorio NOM-062-Z00-1999 (162). Se usaron ratones macho CD1+ procedentes del

“&fecte antigenatixice de ba cdscara de granada (Punica granatum L.) centra el daiie producide por la
dexevwbicina en watin CDT1+”




SHatevial g métades

Bioterio del ICSa de la UAEH, con un peso aproximado de 25-30 g, que se mantuvieron con

ciclos de luz de 12x12, alimentados con Rodent Lab Chow Purina y agua purificada.

@ DETERMINACION DE LA DLs, DEL EXTRACTO GRANADA.

Se determind la DLso por el método de Lorke (163) modificado con la finalidad de establecer
las dosis subcronica a evaluar del extracto de granada. Para este procedimiento se administré a
los ratones el EMC por via i.g. en dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg durante 15 dias en la primera
etapa; y de 1600, 2900 y 5000 mg/kg durante 15 dias en la segunda etapa, observandolos
durante 15 dias posteriores para detectar posibles cambios de comportamiento o signos de
anormalidades tales como piloereccion, inactividad, anormalidades en las heces, inactividad

fisica, pérdida de peso o mortandad.

@ EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD Y ANTIGENOTOXICIDAD DEL
EXTRACTO DE GRANADA

La administracion del extracto de granada se realizo por via i.g cada 24 h durante 15 dias y la
Dau y Dox en una dosis Unica por via intraperitoneal (i.p.). Los animales se distribuyeron de
manera aleatoria en grupos de 6 ratones cada uno: grupo control negativo vehiculo, grupo
control positivo tratado con Dox (10 mg/kg) via i.p. y Dau (3 mg/kg) via i.p y tres grupos
administrados con diferentes dosis del extracto de granada (7,70 y 700 mg/kg) via i.g. con el
objetivo de corroborar la ausencia de genotoxicidad.

Para el ensayo antigenotdxico se utilizaron tres grupos mas tratados con los extractos de
granada a los que se administraron media hora después Dox (10 mg/kg) (Tabla 4). Cada 48 h
se recolectaron muestras de sangre periférica de todos los animales incluidos en el estudio,
partiendo del tiempo basal, realizando frotis por duplicado. Al término del tratamiento se
obtuvieron muestras de sangre para determinar actividad antioxidante en suero por el método
de DPPH’ y se sacrifico a los animales para obtener higado y corazon y determinar proteinas
totales por el método de Lowry y peroxidacion de lipidos.

Se calcul6 el indice de genotoxicidad determinado por la frecuencia de eritocitos
normocrémicos micronucleados (ENCMN) en 1000 eritrocitos normocromicos (ENC)
(ENCMN/1000ENC) vy el indice de citotoxicidad, que fue calculado como la relacion de
eritrocitos policromaticos en 1000 ENC (EPC/ENC).
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Tabla 4. Distribucion de los grupos de animales utilizados en el ensayo.

NEGATIVO | POSITIVO GENOTOXICOy ANTIGENOTOXICO
CITOTOXICO (EMC+Dox)
(EMC) 3era etapa
lera etapa Dox
Vehiculo Dau (10 mg/kg)
(3 mg/kg) 10 100 1000
mg/kg mg/kg ma/kg EMC
Dox
(10 mg/kg) 2da etapa 7 70 700
1600 2900 5000 | Mok | makg | mg/kg
mg/kg mg/kg mg/kg

En base a estos resultados se eligio el tiempo en que se observéd el mayor dafio genotdxico
para obtener muestras de higado, corazon y sangre para determinacion de peroxidacion
lipidica en homogeneizado de higado y corazon por medio de la cuantificacion de MDA y

determinacién de la actividad antiradical en suero con DPPH".

@ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIRRADICAL EN SUERO POR EL
METODO 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH").

Esta prueba se llevé a cabo por el método de Chrzczarnowicz et al. (164). Se obtuvo el suero
por centrifugacion de las muestras a 3800 rpm a 4°C durante 10 min. Entonces se mezclaron
200 pL de suero con 200 pL de acetonitrilo 9.5 M y se centrifugd durante 10 minutos a 9450
rpm a 4°C durante 10 min. Posteriormente se agregaron 25 pL del sobrenadante (suero
desproteinizado), a 5 uL del DPPH" 0.01 M més 970 pL de metanol midiendo la absorbancia a
517 nm después de 30 minutos de incubacidn en la oscuridad.

@ DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES POR EL METODO DE
LOWRY
Se determind la concentracion de proteinas de las muestras eluidas mediante el método de
Lowry (165). El principio del método se basa en la reactividad del péptido nitrégeno con
cobre bajo condiciones alcalinas y la subsiguiente reduccion del Folin-Ciocalteau y el acido

fosfomolibdico fosfotlngstico. Se requirieron las siguientes soluciones: Solucion A: Na,CO3
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al 2% vy tartrato de sodio al 0.02% en NaOH 0.1 N. Solucion B: CuSO, al 0.5% en agua

destilada.Solucion C: 50 mL de la solucion A + 1 mL de la solucion B. Solucion D: Reactivo
de Folin-Ciocalteu en una proporcién 1:1 en agua destilada. Se realizd una dilucion 1:100 del
plasma de cada muestra con NaCl 0.15 M, se tomaron 100 pL de esta dilucion y se mezclaron
con 150 uL de agua destilada y 1 mL de la solucion C dejandose reposar durante 10 minutos,
después se agregaron 100 uL de la solucion D, se mezcld vigorosamente dejando incubar
durante 45 minutos; posteriormente se leyeron las absorbancias a 550 nm. Las lecturas
obtenidas se interpolaron en una curva tipo realizada con albumina sérica bovina a una

concentracion de 1 mg/mL.

@ PEROXIDACION LIPIDICA EN HIGADO Y CORAZON
Se realizd de acuerdo al método establecido por Buege y Aust (166) con modificaciones.
Inicialmente se adicionaron 500 puL de homogeneizado del o6rgano, se completdo a ImL con
Tris HCI pH 7.4 0.01M, enseguida se agregaron 2 mL de TBA 0.375% disuelto en TCA al
16%. Las mezclas se llevaron a ebullicién en bafio maria durante 15 min, para ser enfriadas
sobre hielo durante 10 min e inmediatamente centrifugadas a 4150 rpm durante 10 min a 4° C.
Finalmente, se determind la absorbancia del sobrenadante a 535 nm. Los resultados se

expresaron en ng de MDA/mg de proteina/g tejido hepatico.

@ PURIFICACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

La cromatografia es uno de los medios mas Utiles para la separacion e identificacion de
componentes de los productos naturales. En la cromatografia, la mezcla se separa por la
distribucion diferencial de los componentes entre una fase estacionaria y una fase mévil. Uno
de los principales tipos es la cromatografia de adsorcion la cual utiliza materiales adsorbentes
inertes (por ejemplo, gel de silice o alimina) como fase estacionaria, y los disolventes
organicos como la fase movil. La separacion de la mezcla, a continuacion, se consigue

mediante las diferencias en la polaridad de los componentes individuales (167).

5.11.1 Cromatografia en capa fina
Con ayuda de un tubo microcapilar se coloco una alicuota del extracto disuelto en metanol

sobre una cromatoplaca como un Gnico punto pequefio cerca de un extremo. La placa se
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coloco dentro de una cdmara con una pequefia cantidad de disolvente, se probaron diferentes
mezclas para obtener variadas polaridades que permitieran el despegue y separacion de los
compuestos a través de la cromatoplaca. El disolvente asciende a través de la placa por accién
capilar, llevando los componentes de la muestra con ella. De esta manera se eligieron las

condiciones para realizar la cromatografia en columna.

5.11.2 Cromatografia en columna

I

Se prepard una columna vertical de vidrio, con silica gel como fase estacionaria, se afiadio el
extracto impregnado en silica en la parte superior de la columna, y como fase movil solucién
de cloroformo: metanol a polaridad creciente: 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1 y finalizando Unicamente
con metanol. Se recolectaron 37 elusiones, las cuales se dejaron evaporar y se analizaron las

elusiones obtenidas mediante RMN.

5.11.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear es un método espectral basado en las propiedades magnéticas
de los nucleos y, en su aplicacion méas comun, en las propiedades del nlcleo de hidrégeno. Los
electrones producen modificaciones, débiles pero observables siendo esos efectos electronicos
los que daran lugar a los desplazamientos quimicos y a las constantes de acoplamiento,
permitiendo asi el estudio detallado de la estructura electronica de las moléculas (168). Se
disolvié una pequefia cantidad del EMC en metanol-d4, se utiliz6 un espectrometro de RMN
JOEL. Se realizaron los experimentos de RMN de hidrégeno (*H-RMN).

@ ANALISIS ESTADISTICO

Los datos con sus réplicas fueron descritos como la media + la desviacion estandar (Xt DE)
para las pruebas in vitro y la media + el error estandar de la media (X+ SEM) para los datos in
vivo, se considero un valor de p < 0.05 como significativo. La comparacion de mas de dos
grupos se realizd con un analisis de varianza (ANOVA) y la diferencia entre los grupos de
tratamiento se determiné con la prueba de Tukey-Kramer. Los analisis se realizaron con el

programa SigmaStat version 3.0 (Systat Software Inc, 2008).
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VI. RESULTADOS

OBTENCION DE EXTRACTOS
Se partié de 7000 g de arilo fresco, 1400 g de céscara y 1525 g de pericarpio obteniendo al

finalizar el proceso de rotaevaporacion el extracto butanolico de jugo (EBJ), metandlico de

cascara (EMC) y metanolico de pericarpio (EMP) (Figura 16). Los porcentajes de

rendimiento obtenidos fueron de 15.8 para el EMC, de 12.26 para el EMP, y de 0.46 para el

EBJ (Tabla 5).

Figura 16. Procedimiento general de obtencion de extractos: EMC, EMP Y EBJ.

Tabla 5. Porcentaje de rendimiento de céscara, arilo y pericaripio de granada

Parte de granada g de extracto % de rendimiento
Caéscara (1400 g) 222.26 15.8

Arilo (7000g) 32.54 0.46
Pericarpio (1525g) 187 12.26

EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CUANTIFICACION

DE FENOLES TOTALES

Se determiné la capacidad de captacion de radicales libres por ensayo ABTS™ Y DPPH" y

fenoles totales por el método de Folin Ciocalteau. En la Figura 17 se muestran los resultados

de estas determinaciones para el arilo de granada con semilla y sin semilla y en la Figura 18

se muestran los resultados comparativos para el caso de los extractos: EMC, EBJ y EMP.
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El contenido de fenoles totales del jugo de granada con semilla se cuantificé alrededor de
8000 EAGIL superando al contenido de fenoles en el jugo sin semilla. EI EMC presentd tanto
el mayor contenido de fenoles totales como de actividad antioxidante seguido por el EMP y

finalmente el EBJ, en ambas técnicas utilizadas.
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Figura 17: a) Cuantificacion de fenoles totales por Folin Ciocalteau, y capacidad antirradical mediante
reaccion con b) DPPHe y con ¢) ABTSe+ en jugo de arilo con y sin semilla.
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Figura 18: a) Cuantificacion de fenoles totales por Folin Ciocalteau, y capacidad antirradical mediante
reaccion con b) DPPHe y con ¢) ABTSe+ en EMC, EMP y EBJ.

@ DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DLsg) DEL EXTRACTO DE
GRANADA.
En base a los resultados anteriores se elige al extracto de céscara para la evaluacion in vivo.
Después de la administracion subcronica en raton CD1+ del extracto a dosis de 10, 100 y 1000
mg/kg de masa en una primera fase y de 1600, 2900 y 5000 mg/kg durante 15 dias en una
siguiente fase; no se presentaron sintomas o alteraciones en la conducta, el peso de los

animales se mantuvo en constante aumento con todas la dosis administradas (Figura 19 y 20),
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tampoco se registrd muerte a lo largo del tiempo, en ambas fases; por lo cual se establecié que
la dosis letal media es superior a 5000 mg/kg.
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Figura 19: Distribucién de la masa corporal de ratones administrados con 10, 100 y 1000 mg/kg de EMC.
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Figura 20: Distribucién de la masa corporal de ratones administrados con 1600, 2900 y 5000 mg/kg de
EMC.
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@ EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD Y ANTIGENOTOXICIDAD DEL
EXTRACTO DE GRANADA

% Genotoxicidad y citotoxicidad

En la Figura 21 se muestran los valores promedio de la frecuencia de MN al administrar el
EMC a ratones macho, dichos valores se obtuvieron al cuantificar 1000 EPC por individuo. Se
aprecia que las 3 dosis del EMC (7, 70 Y 700mg/kg) no presentaron diferencias significativas
comparadas con el valor obtenido del testigo negativo (agua) de sus tiempos respectivos. Por
el contrario la dosis empleada de Dau (3mg/kg) mostrd un incremento desde las 48h 3.2 veces
con respecto al testigo negativo. El resultado establece que el EMC no indujo MN a lo largo
del tiempo y confirma la capacidad clastogénica de la Dau.

En la Figura 22 se representa la citotoxicidad (EPC/ENC en 1000 eritrocitos totales). Los
resultados muestran que ninguna de las tres dosis del EMC presenta diferencias significativas
en relacion al testigo negativo, por lo tanto se concluye que el EMC no modificd la
eritropoyesis. Por el contrario con Dau se observo un aumento de 1.9 veces en la relacion
EPC/ENC con respecto al testigo negativo, a partir de las 48h, mostrando un efecto maximo a
las 144h.

No ENCMN
IS

w

Tiempo (h)
D Tiempo basal D Testigo negativo .I Dau (3.0 mg/kg) D EMC (7 mg/kg)

B evc (70 mgikg) B evc (700 mgikg)

Figura 21: Efecto de la administracion intragastrica del EMC de granada y la Dau sobre la formacién
de ENCMN de sangre periférica de raton CD1+.
*: Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la Dau. ANOVA y Tukey-Kramer (0=0.05)
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Figura 22: Efecto del EMC sobre la relacion EPC/ENC en sangre periférica de raton y por Dau.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo de Dau (*) y vehiculo (+). Pruebas ANOVA
y Tukey- Kramer («=0.05)

6.4.2 Antigenotoxicidad

En la Figura 23 se observa que la frecuencia de ENCMN aument6 15.8 veces a las 48 h con
respecto al testigo negativo. Las tres dosis del EMC disminuyen la frecuencia de ENCMN, sin
embargo se encontré una inhibicion maxima del 30% con la dosis de 7 mg/kg al tiempo 144,
del 50% con la dosis de 70 mg/kg en el tiempo 144 y con la dosis de 700 mg/kg una inhibicién
maxima del 56% al tiempo 96 siendo éstas estadisticamente significativas.

A las 144 h la Dox produjo el mayor efecto genotdxico, con una media de 7 ENCMN, en el
mismo intervalo los animales tratados con las tres dosis de EMC mas Dox mostraron
diferencias estadisticamente significativas al compararse con el grupo tratado Unicamente con
el mutageno, es decir, las tres dosis presentaron efecto antigenotoxico: la dosis de 7mg/kg de
EMC redujo la frecuencia de ENCMN un 30.95%, con la dosis de 70 mg/kg la inhibicion fue
de 50% y para la dosis de 700mg/kg de 54.76%. Finalmente se observa que a las 336 h ya no
se aprecian diferencias significativas al comparar el efecto de la mezcla del

mutageno/antimutageno con respecto al testigo positivo.
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Figura 23: Efecto inhibitorio del EMC sobre la frecuencia de ENCMN producidos por Dox.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo de Dox (*) y vehiculo (+). Pruebas ANOVA
y Tukey- Kramer (a=0.05)

@ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIRRADICAL EN SUERO POR EL
METODO 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH").
Los resultados de la actividad antirradical o promocion de la decoloracién de DPPH"a las 48 y
144 h se muestran en la Figura 24, en ella se observa que el grupo control positivo tuvo una
media de 10.12% el cual es significativamente mas bajo que en el testigo negativo cuya media
resultd de 27.28%, y que a las 48 h de tratamiento con los extractos a dosis de 7, 70 y 700
mg/kg ( 46.3, 54.4 y 40.6% respectivamente), es notable su aumento, presentando diferencia
estadisticamente significativa entre todas las dosis combinadas con respecto a la actividad
antirradical menor en el lote administrado con la Dox y mayor al grupo negativo. A la 144 h
los testigos positivo y mantienen su diferencia, con valores promedio de 9.7 y 25.3%
respectivamente, los grupos de tratamiento en este caso muestran porcentajes mas bajos que en
el anterior 22.5, 20.5 y 21.2% para las dosis de 7, 70 y 700 mg/kg, sin embargo aln existe

diferencia significativa de todos los grupos con respecto al tratado con Dox.
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Figura 24: Efecto inhibitorio del EMC sobre el DPPH’
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo de Dox (*) y
vehiculo (+). Pruebas ANOVA y Tukey- Kramer (a=0.05)

@ PEROXIDACION LIPIDICA EN HIGADO Y CORAZON

En la Figura 25 se presentan los resultados de la peroxidacion lipidica determinada por la
presencia de malondialdehido en a) corazon y b) higado a un tiempo de muestreo de 48 h. No
se observa diferencia significativa entre grupos control positivo y negativo en ambos 6rganos.
Los grupos de tratamiento en higado muestran disminucion en la cantidad de MDA con
referencia al grupo control positivo, siendo ésta, estadisticamente significativa para la dosis
mayor del extracto 700 mg/kg; de igual manera existe esta diferencia entre las dosis menor y
mayor del extracto.

Las determinaciones de MDA a las 144 h se grafican en la Figura 26, no hay diferencia

estadisticamente significativa entre grupos control positivo y negativo.
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Figura 25: Cantidad de MDA en a) corazén y b) higado de ratones tratados con Dox y EMC con un
tiempo de muestreo de 48h.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo de Dox (*) y vehiculo (+). Pruebas ANOVA
y Tukey- Kramer (a=0.05)
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Figura 26: Cantidad de MDA en a) corazon y b) higado de ratones tratados con Dox y EMC con un
tiempo de muestreo de 144h.

Diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo de Dox (*) y vehiculo (+). Pruebas ANOVA y
Tukey- Kramer (0=0.05)

“Efecto antigenatixico de ba cdscara de granada (Punica granatum L.) centra el daiie producide por la
dexovwbicina en natin CDI+”




Fesutrade; IECHEEE

@ PURIFICACION DEL PRINCIPIO ACTIVO.

Hasta el momento se ha realizado cromatografia en columna del EMC (Figura 27) con la
finalidad de aislar el compuesto mayoritario, se obtuvieron cristales de la elusion no. 10, su
espectro de 'H-RMN (Figura 28) presuntamente parece indicar que se trata de un compuesto
glicosilado por la presencia de la sefial doble aproximadamente a 4 ppm que corresponde al

proton anomérico del azucar, en las demas ppm se encuentran los protones base de OH.

Figura 27: Cromatografia en columna del EMC. Se utiliz6
silica como fase estacionaria, el extracto de granada impregnado
en silica y como fase movil solucién de cloroformo: metanol a
polaridad creciente: 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1 y finalizando
Unicamente con metanol.
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Figura 28: Espectro de *H-RMN de la elusién niimero 10 del EMC. Las dos primeras sefiales
que se observan entre 4.5y 4.6 ppm corresponden al proton anomérico de un azucar, el resto a
los protones bases de OH.
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VIil. DISCUSION

OBTENCION Y EVALUACION ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE
GRANADA
Los antioxidantes han atraido mucho interés debido a su efecto protector contra la reaccion de
los radicales libres que pueden ser la causa de muchas enfermedades incluyendo el cancer (84,
169-171). En recientes afos, han surgido diversos reportes sobre las propiedades benéficas a la
salud que tiene la granada (2, 13, 77, 172, 173). Este estudio se centr6 en obtener extractos de
granada y determinar su capacidad antioxidante y antigenotéxica; los porcentajes de
rendimiento del EBJ, EMP y EMC fueron de 0.46, 12.26 y 15.8 respectivamente; Zahin et al.
obtuvieron fracciones extraidas secuencialmente con diferentes solventes, resultando un
porcentaje de rendimiento de 10.2 de la fraccion metandlica de cascara, por lo cual se decidio
en este estudio obtener las fracciones metandlicas de céscara y pericarpio. Por otra parte,
fracciones butanolicas obtenidas en nuestro laboratorio tuvieron actividad antibacteriana y
probablemente esta propiedad esta relacionada con su contenido de polifenoles y con la
actividad antioxidante (174). El contenido de polifenoles mas alto para el caso de los jugos se
encontr6 en el jugo de arilo con semilla con alrededor de 8000 mgEAG/L, que es superior a
otras bebidas como el vino tinto (3500 mgEAGI/L) e incluso el arandano (2300 mgeEAGI/L)
(175). El EMC (23471 mgEAG/100g) también resultd con el contenido mas elevado de
polifenoles con respecto a EBJ (817 mgeEAG/100g) y EMP (9353 mgEAG/100g ) e inclusive
a los jugos; a su vez Negi y Jayaprakasha (58) encontraron que el contenido de polifenoles de
un extracto metandlico de cascara determinado por el método de Folin Ciocalteau modificado
fue de 46.2% solo superado por la fraccion en acetona cuyo contenido fue de 52%. El alto
contenido de polifenoles en el EMC coincide con su alta capacidad de captacion de radicales
libres (DPPH" 116651 mgEVC/100g y ABTS™ 222960 mgET/100g) debido a que estos
valores son los mas elevados encontrados en ambas técnicas y se encuentran por encima de los
demas extractos y jugos frescos evaluados en este estudio, Zahin et al. (73) reportaron una
alta actividad antioxidante in vitro de la fraccion metanolica de céscara determinada por los
ensayos DPPH" (90.53% de inhibicion), y fosfomolibdeno (5067.7 umolEVC/g). Sherwin et
al. (176) reportan una correlacion similar de la actividad antioxidante y el contenido de

compuestos fenodlicos, los autores proponen que estos compuestos actlan a través de su
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capacidad de donar hidrdgeno, e interrumpir la cadena de generacion de radicales libres de
oxidacion, formando de ese modo un producto final estable que bloquea la oxidacion de
biomoléculas.

Por otro lado, el poder reductor refleja la capacidad donadora de electrones de los compuestos
bioactivos que se asocia con la actividad antioxidante (177). Algunos de estos compuestos
bioactivos han sido aislados de diferentes partes de la planta, en la cascara de diferentes frutos
los mas abundantes son los flavonoides y taninos como punicalagina, punicalina, acido galico,

acido elagico y glucoésidos de acido elégico (24, 72, 74, 178-180).

En este estudio se utilizd el agente mutageno Dau, que como uno de sus principales
mecanismos de accion implica la produccion de la especie mas reactiva del oxigeno como lo
es el OH- capaz de atravesar la membrana celular y causar dafio citogenético, el farmaco es
capaz de llegar a médula 6sea lo cual resulta en la formacion de MN en los eritrocitos ya sea
fragmentos de cromosomas rezagados o cromosomas enteros, se observa su presencia en el
citoplasma celular y han sido sefialados como eficientes indicadores de dafio genético
producido por agentes clastogénicos y aneugénicos. Los eventos genotdxicos causados por
este tipo de agentes son considerados como una etapa crucial en la iniciacion de la
carcinogenesis. Ademas en Kang et al. han sugerido que el aumento de resultados de la

frecuencia de MN esta relacionado con un paso temprano en carcinogénesis (181).

@ ESTUDIO DE TOXICIDAD SUBCRONICA

Los resultados de la administracion del EMC en los animales revelan la ausencia de efectos
clinicos adversos y de mortandad durante 15 dias de tratamiento en las dos fases del estudio,
se establecio que la DLsy del EMC fue superior a 5000 mg/kg. Estos resultados son similares a
los encontrados por Patel et al. (182) quienes administraron un extracto estandarizado a 30%
de punicalaginas durante 90 dias a ratas Wistar y concluyeron, al no existir cambios en la
examinacion oftalmica, peso corporal, consumo de alimento, evaluacion clinica patoldgica,

peso de Organos y parametros bioguimicos e histopatoldgicos, que la DLsy oral es superior 5

g/kg.
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@ EVALUACION GENOTOXICA Y CITOTOXICA in vivo

El ensayo de MN en sangre periférica de ratones CD1+ fue utilizado en este estudio como
bioindicador de dafio inducido por los compuestos que se emplearon en la investigacion
(EMC, Dau, Dox) lo cual coincide con diversos estudios que indican que el analisis de MN en
los eritrocitos constituye la manera eficaz de evaluar la afeccion de la actividad medular, asi
como la capacidad clastogénica de los compuestos a corto, mediano y largo plazo (183-185).
En este sentido el tiempo de exposicion a un xenobidtico es determinante para el tipo de célula
a evaluar, se ha sugerido que en un estudio cronico o subcrénico las células a examinar deben
ser los ENC, por presentar una vida media en circulacion sanguinea de 30 dias y por
consiguiente indican el efecto acumulado por el xenobidtico. A diferencia de los estudios
agudos, en los que los EPC son los mejores indicadores de dafio debido a que el ciclo celular
de los eritrocitos dura entre 10 y 20 horas, que la enucleacion ocurre aproximadamente en 6
horas y que los EPC al ser células jovenes tienen un tiempo de vida de 24 horas en la médula
Osea (186, 187). En este trabajo se empled ratdbn como modelo de estudio debido a que en un
estudio realizado con la finalidad de determinar la frecuencia de eritrocitos micronucleados en
35 especies de mamiferos, se encontrd que el ratdn tuvo los valores mas altos, por lo que se
consideran un modelo adecuado como biomonitor del dafio genotoxico (188).

Por otra parte los compuestos bioldgicamente activos han sido reconocidos por sus
propiedades farmacoldgicas, pero muchos de ellos son de uso terapéutico limitado debido a
sus propiedades  toxicoldgicas, carcinogénicas y mutagénicas (154). El analisis de
genotoxicidad es un aspecto importante del desarrollo de farmacos ya que la mayoria de las
compafiias farmacéuticas evaltan el potencial de un nuevo agente terapéutico basado en su
genotoxicidad tanto in vitro como in vivo (189). En este sentido, la proyeccion de especies
vegetales utilizadas popularmente y sus componentes aislados para la actividad mutagénica es
necesaria e importante para el establecimiento de medidas de control adecuadas y mas adn
cuando se trata de componentes no utilizados cominmente para la alimentaciéon como es el
caso de la céscara de granada, que fue seleccionada por su valor antioxidante
considerablemente mayor en comparacion con los demas extractos y jugos.

El ensayo de MN demostré el dafio genotdxico provocado por la administracién de una dosis
unica de Dau y la ausencia de efecto sobre la frecuencia de MN en eritrocitos de raton tratados
con EMC, ya que los dos ultimos lotes no presentaron diferencia estadisticamente
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significativas comparadas con el testigo negativo en ninguna de las tres dosis y tiempos
evaluados, ya que en éstas se encontraron medias que oscilaron entre 0.6 y 1.8 ENCMN/1000
ENC vy el testigo negativo de entre 0.75 y 1.8 ENCMN/1000 ENC. Estos resultados
demuestran que el EMC no es genotdxico en raton lo que concuerda con un estudio previo en
el que se administraron extractos etandlicos de hoja y fruto de granada por via intragastrica a
ratones Swiss, tampoco se reportaron efectos genéticos, ni toxicos aparentes, en frotis de
médula 6sea (71). Sin embargo Sanchez et al. (70) reportaron lo contrario, ellos encontraron
que un extracto hidroalcoholico del fruto a dosis >70 mg/kg por via intraperitoneal en raton
Balb-C elevo la frecuencia de MN en células de médula dsea. Esto quizé pueda ser explicado
debido a que la administracion se llevo a cabo por via intraperitoneal, evitando asi que el
metabolismo inicial del extracto se llevara a cabo en higado, provocando que los componentes
pasen directo a circulacién y en un menor tiempo, acumulandose en el torrente sanguineo y
probablemente actuando como prooxidantes (190, 191).

Los resultados obtenidos con la Dau sugieren su genotoxicidad ya que produjo una elevacion
de la frecuencia de ENCMN desde las 48 h encontrando 6 ENCMN/1000 ENC, valor que
presenta diferencia estadisticamente significativa con respecto a los valores del testigo
negativo. Este incremento se observd claramente en todos los tiempos evaluados en
comparacién con su grupo testigo, y con su tiempo basal, es decir, antes de administrar los
tratamientos. De esta manera se confirma la capacidad genotoxica de Dau que ha sido
evaluada por otras pruebas in vivo: ensayo cometa (192) y micronucleos (193, 194).

La citotoxicidad de los compuestos se evaludé mediante la relacion EPC/ENC. El aumento o
disminucion de esta tasa sugiere una eritropoyesis alterada, por efecto del xenobiotico sobre el
ciclo celular. En el presente estudio el EMC a diferentes dosis no produjo un aumento
significativo de esta relacidon, con respecto al grupo testigo en ninguno de los tiempos
evaluados. Se encontraron entre 14 y 20 EPC/1000ENC en los grupos administrados con el
EMC, mientras que el grupo negativo resulté con valores de entre 13 y 19 EPC/1000ENC, lo
cual nos permite inferir que el EMC no produce descontrol del ciclo celular que se refleje en
aumento de la actividad de la médula désea. Los resultados coinciden con los reportes de
estudios previos, en los cuales se probaron componentes purificados (PG y AE), ademaés de

extractos de hoja, fruto entero y céscara de granada por diferentes métodos como el ensayo de
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Ames, MN, viabilidad y proliferacion celular y aductos de ADN, encontrando ausencia de
efectos mutagénicos contra CF, NaN3, MMS, 2AF y BP (58, 71, 74, 195).

Respecto a la Dau, se comprob6 su citotoxicidad debido a que aument6 la frecuencia de EPC
(25 y 31 EPC/1000ENC), valores que comparados con sus respectivos testigos negativos de
cada tiempo muestran diferencia estadisticamente significativa. Ademas se encontr6 el pico
maximo de aumento a las 144 h con 31 EPC/1000ENC. Este aumento indica que la Dau
genera un aumento en la actividad mitética de la médula 6sea, lo cual difiere con un estudio en
el que se reporta la disminucion en la frecuencia de EPC lo que indica la inhibicién de la
actividad medular (194). Esta citotoxicidad de Dau, puede ser explicada por diferentes
mecanismos: Inhibicion de la topoisomerasa Il, intercalacion de Dau al ADN celular, la
toxicidad mediada por radicales libres causados por el ciclo redox del radical semiquinona o

la formacidn de especies reactivas del oxigeno por el complejo Dau-Hierro (75).

@ EVALUACION ANTIGENOTOXICA in vivo.

Las mutaciones pueden conducir a enfermedades relacionadas con la edad, incluyendo el
cancer que se ha convertido en la primera causa de muerte, por ello se ha centrado mucha
atencion en su quimioprevencion, con poco éxito. Por lo tanto, las investigaciones enfocadas
a la busqueda de sustancias de plantas medicinales que puedan servir para proteger contra
mutagenos quimicos o carcin6genos que actian como iniciadores del proceso cancerigeno. La
granada se ha reportado como agente anticancerigeno, y esa propiedad puede ser atribuida a su
contenido de polifenoles, que probablemente actian como captadores de radicales libres
inhibiendo la oxidacién de moléculas biolégicas, entre ellas el ADN.

Con la finalidad de aportar conocimientos que permitan evaluar los componentes de la dieta
como una medida preventiva del dafio ocasionado por diversos factores ambientales fue
necesario determinar si el EMC puede reducir la genotoxicidad y citotoxicidad producidas por
la Dau. Cabe mencionar que la evaluacion genotoxica se llevd a cabo con el mutageno Dau,
sin embargo al no estar actualmente disponible a la venta se opto por utilizar un analogo de
ésta, la Dox, que se obtiene por un proceso de hidroxilacién a partir de la Dau y tienen en
comun los mecanismos de accion.

El EMC mostro actividad antigenotoxica al disminuir la frecuencia de ENCMN desde las 48h
hasta las 288 h con la dosis de 700 mg/kg. La Dox revelé6 un dafio maximo (7

“Efecte antigenatixice de ba cdscara de granada (Punica granatum L.) centra el daiie producide por la
dexovwbicina en vatin CDI+”




Dicusi

ENCMN/1000ENCM) a las 144 h, a ese mismo tiempo, las tres dosis mostraron inhibicién de
la frecuencia de ENCMN, misma que resultd estadisticamente signifcativa. La inhibicion que
produce el extracto va de 40 al 56% del dafio que ocasiona 10mg/kg de Dox administrada a los
animales del estudio y se puede observar que entre mayor es la dosis, mayor es la inhibicion,
lo que nos sugiere el efecto dosis-dependiente, excepto en el tiempo 240, cuya mayor
inhibicién ocurrié con la dosis intermedia del EMC. Estos resultados son congruentes con
otros estudios realizados donde probaron el efecto antigenotdxico de extractos de granada, por
técnicas diferentes a la utilizada en este estudio, por ejemplo Zahin et al evaluaron la fraccion
metandlica de un extracto de cascara por medio del ensayo de Ames contra NaNs, MMS, 2AF
y BP induciendo mutagenicidad en Salmonella typhimurium (TA97, TA98, TA100 y TA102).
La fraccion no mostré signos de mutagenicidad pero si de actividad antimutagénica contra
NaN3; y MMS de 66.76% a 91.86% de manera dosis-dependiente y contra 2AF y BP de 81.2 a
88.58%. En otro estudio en el que se probaron PG y AE aislados de un extracto de cascara de
granada, se encontr6 que estos compuestos antagonizan de manera marcada y dosis-
dependiente el efecto de los mutagenos: NaN3, MMS, BP y 2AF con inhibicion méxima de
mutagenicidad arriba del 90%. Presentan ademas efecto antiproliferativo profundo en células
de céncer de pulmdn e inhiben los aductos de DNA inducidos por BP (74). Finalmente Negi et
al. (58) evaluaron extractos de céscara con diferentes solventes, acetato de etilo, acetona,
etanol, metanol y agua, Todos ellos disminuyeron la mutagenicidad en Salmonella
typhimurium cepas TA100 y TA1535. A 2500 pg/placa todos los extractos mostraron una
fuerte antimutagenicidad.

Una variedad de mecanismos puede jugar un papel vital en la actividad anti-mutagénica y
anticancerigena de fitocompuestos. Estos mecanismos incluyen la inhibicion de la
proliferacion celular, la modulacion de la transduccion de sefiales, de barrido de radicales
libres, la induccién de enzimas de desintoxicacion, la induccion de la detencion del ciclo
celular y la apoptosis, la modulacion de las proteinas del citoesqueleto que juegan un papel
clave en la mitosis, y la inhibicion de la actividad de la topoisomerasa | o 11 (74).
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@ EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE in vivo POR DPPH’" EN
SUERO Y PEROXIDACION LIPIDICA EN HOMOGENEIZADO DE HIGADO Y
CORAZON
El estrés oxidativo se produce en las células como resultado de uno de tres factores: 1) un
incremento en la generacion de oxidantes, 2) un decremento en la proteccion antioxidante, o 3)
una falla en la reparacion del dafio oxidativo. El dafio celular es inducido por especies
reactivas del oxigeno. Como se ha mencionado con anterioridad Dau y Dox provoca liberacion
de radicales libres provocando a su vez dafio oxidativo; con la finalidad de elucidar el mecanismo de
proteccién que fue determinado por la disminucion en la frecuencia de ENCMN por el EMC en dafio
inducido con este farmaco se realizé la prueba de DPPH’ en suero como un indicador de su capacidad
antioxidante y TBARS para la determinacion del grado de peroxidacion lipidica por medio de la
cuantificacion de MDA, la peroxidacién lipidica es un mecanismo establecido de dafio celular y
es utilizada como un indicador de estrés oxidativo en células y tejidos. Consiste en que las
especies reactivas del oxigeno actlan sobre los lipidos de la membrana celular produciendo
peroxidos lipidicos que son inestables y se descomponen para formar una serie de compuestos
complejos incluyendo compuestos activos con atomos de carbono, como MDA. Este proceso,
que dafia a los acidos grasos poliinsaturados, tiende a provocar un descenso de la fluidez de la
membrana y conduce a una polimerizacion de los componentes de la membrana que puede ser
transmitida a las sustancias vecinas como las proteinas de la membrana y del citoesqueleto.
Debido a que el mayor dafio genotdxico de Dox se observéd a las 144 h, se eligié este tiempo
para realizar estas determinaciones en espera de encontrar de igual manera un mayor dafio
oxidativo. A este tiempo se encontrd que las dosis utilizadas en los grupos de tratamiento (7,
70 y 700mg/kg) mostraron una inhibicién de 22.5, 20.5 y 21.2% respectivamente, valores
comparables con los observados en el grupo sin tratamiento, lo cual sugiere, que el EMC
mantiene los niveles antioxidantes en suero. Se realizo otra determinacién de DPPH" al tiempo
48, los resultados de la inhibicién en los grupos de tratamiento a dosis de 7, 70 y 700mg/kg
fueron de 46.3, 54.4 y 40.6% respectivamente, que representa aproximadamente el doble de la
inhibicion del tiempo anterior, ademaés existe diferencia estadisticamente significatica con el
testigo negativo, lo cual nos permite inferir que el EMC aumenta los niveles antioxidantes.
Los grupos positivo y negativo presentan valores similares en ambos tiempos, lo cual nos

indica la reproducibilidad de la técnica, la diferencia radica en que al tiempo 48 los grupos de
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tratamiento con EMC mostraron aumento significativamente mayor en la inhibicion del
radical que los grupos de tratamiento a las 144 h, estos puede ser explicado por que a este
ultimo tiempo se demostré un mayor dafio ocasionado por Dox, por lo tanto mayor formacion
de radicales libres, que son contrarrestados por los antioxidantes del suero, conservando la
actividad antioxidante a diferencia del tiempo 48 en el que los niveles de radicales libres son
contrarrestados por los antioxidantes séricos, sin embargo prevalecen en suero aumentando la
actividad antioxidante. Los resultados obtenidos coinciden con investigaciones en las que se
reporta que la granada aumenta los niveles antioxidantes. Guo, et al. (53) demostraron
utilizando el ensayo FRAP en un estudio en adultos mayores humanos que el jugo hecho de la
pulpa de granada tiene una capacidad antioxidante superior que el jugo de manzana,
encontrando que, tras la administracion diaria durante 4 semanas de 250 ml del jugo, se
incrementd la capacidad antioxidante en suero de 1.3 mmol a 1.46 mmol, mientras que los
sujetos que consumieron jugo de manzana no experimentaron incrementos significativos en la
capacidad antioxidante. En otro estudio llevado a cabo en raton se demostré que los extractos
de granada captan los radicales libres disminuyendo 19% el estrés oxidativo en macréfagos
peritoneales y la peroxidacion lipidica 42%, ademas de aumentar los niveles de glutation
reductasa en un 53%.0Otra investigacion en las que se reporta la disminucidon en la proxidacion
lipidica corresponde a un estudio realizado en ratas con dafio inducido al higado con
tetracloruro de carbono en el que se demostr6 que el pretratamiento con extracto de cascara de
granada caus6 un 54% de reduccién de los valores de peroxidacion lipidica comparados con
el grupo control positivo (55).

En el presente estudio se realizo la primera determinacion de peroxidacion lipidica a las 144h,
sin embargo los resultados no fueron indicativos de dafio en ese tiempo, debido a que no
existié diferencia significatiava entre el grupo testigo y el tratado con Dox, considerando que
el dafio genotdxico ocurre después del dafio a membrana celular, se opto por realizar el tiempo
de muestreo a las 48h, a este tiempo tampoco se encontrd dafio que se reflejara en un aumento
de los niveles de peroxidacion lipidica. Lo anterior nos permite concluir que a estos tiempos
de muestreo no existen suficientes agregados celulares acumulados de dafio a nivel de lipidos,
gue puedan ser detectados por la técnica, ya que de acuerdo a Hicks et al. (82), el dafio
oxidativo presenta tres niveles, la adaptacion, el dafio agudo, que es menos intenso, debido a

un desequilibrio menor, su expresion en cambios estructurales y funcionales, suele ser mas
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sutil que el proceso crénico, ya que generalmente es mediado por las ERO menos reactivas
como el O,-—y el H,O,, en cambio el cronico es un proceso mediado fundamentalmente por
el HO-, se manifiesta por rompimiento o modificacion de biomoléculas con la consecuente
liberacion de una segunda generacion de productos de oxidacion que a su vez son moléculas
muy reactivas, amplificando y propagando el dafio que se manifiesta como dafio celular y
tisular, inclusive se reflejan como cambios bioquimicos intracelulares y se manifiestan
fundamentalmente por alteraciones funcionales locales y sistémicas. Por esta razon seria mas

recomendables evaluar la peroxidacion lipidica al final del tratamiento crénico.

@PURIFICACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

Se ha propuesto en algunos estudios, que la actividad de la granada pueden estar relacionada
con los diversos componentes fendlicos presentes, incluyendo los isdbmeros de punicalagina,
derivados de EA, y antocianinas (delfinidina, cianidina y pelargonidina 3-glucésido y 3,5-
diglucésido), componentes conocidos por su capacidad de eliminar radicales libres e inhibir la
oxidacion lipidica in vitro (50, 195). Sin embargo Tzulker et al. (51) sugieren que la
punicalagina de la cascara es uno de los principales constituyentes fitoquimicos que
contribuyen a la capacidad antioxidante total del jugo de granada, mientras que las
antocianinas juegan solamente un rol menor en esta actividad. Por lo tanto, es importante
llevar a cabo estudios para aislar el principio activo y evaluar su eficacia en un sistema de
modelo animal. En otras investigaciones se ha logrado purificar y probar el efecto de
componentes de la granada, en una de ellas se aislé AE y PC de jugo de granada y se prob6 su
efecto contra tumores de colon, boca y prostata in vitro, los autores encontraron que el jugo
tuvo una mejor actividad antiproliferativa de las lineas celulares, que los componentes
purificados, lo que muestra los efectos multifactoriales y sinérgicos de los mdaltiples
componentes, comparados con el ingrediente activo purificado. Zahin et al. (73) probaron
diferentes fracciones de un extracto de cascara de granada, obteniendo que la metandlica fue la
que presentd los nives antioxidantes mas elevados y demostraron ademas actividad
animutagénica contra algunos xenobioticos. Posteriormente en otro estudio, aislaron los
componentes de este extracto (AE y PC) y comprobaron su efecto antagonista y dosis-
dependiente contra los mutagenos: azida de sodio, metil metano sulfonato benzopireno y 2-

amino-fluoreno (74).

“Efecte antigenatixice de ba cdscara de granada (Punica granatum L.) centra el daiie producide por la
dexovwbicina en vatin CDI+”

70




Evaluaciin guimicpreventiva de la granada ( Surica
granatum L) contra el daiie producide per la
l bici

CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS k3




Careclusiones y sugevercias

VIII. CONCLUSIONES

- El EMC presentd una concentracion de polifenoles y actividad antioxidante
significativamente mayor a la del jugo de arilos con y sin semilla, el EBJ y el EMP.

- ElI EMC no presento toxicidad letal hasta con 5g/kg en ratobn macho CD1+ por via
intragstrica, tampoco genotoxicidad ni citotoxicidad en eritrocitos de sangre periférica
durante 15 dias de tratamiento.

- 70y 700 mg/kg de EMC administrados por via i.g. diariamente durante 15 dias protegen
40-56% contra el dafio clastogénico producido por la administracion sistémica Unica de 10
mg/kg de Dox.

- 7,70y 700 mg/kg de EMC mantienen los niveles antioxidantes en suero en el tiempo de
mayor dafio clastogénico (144 h) ocasionado por la administracion sistémica unica de
10mg/kg de Dox.

- No se logro evidenciar el dafio significativo en peroxidacion lipidica a las 48 y 144 h.

- El espectro de *H-RMN de la elusion no. 10 de la cromatografia en columna sugiere la

presencia de un compuesto glicosilado.

IX. SUGERENCIAS

En vista de los resultados de este trabajo de investigacion se propone como sugerencia
continuar con el aislamiento y caracterizacion de los compuestos bioactivos del EMC. Ademas
de la 'H-RMN seria pertinente incluir experimentos adicionales que conduzcan a la
identificacion, como lo son **C-RMN, APT, COSY, NOESY, HETCOR, HMQC y HMBC.
Con la finalidad de conocer las estructuras quimicas y poder establecer una relacién directa
causa-efecto, se propone estandarizar los extractos en funcién del contenido del metabolito
responsable del efecto benéfico y establecer la relacion dosis-dependiente.

De igual manera podria realizarse un ensayo mas de mutagenicidad como prueba
complementaria, e incluir estudios sobre la expresion fenotipica y genotipica de algunas
citosinas proinflamatorias con el fin de explicar los mecanismos moleculares de la actividad

protectora encontrada.
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